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Qu’est-ce qu’une bactérie ? Comme beaucoup de problémes 
scientifiques, celui-ci a l’air assez simple. Cependant, les appa- 
rences sont trompeuses. Bien que la bactériologie en tant que 
science soit presque centenaire, le concept de bactérie n’a jamais 
été défini avec précision. C’est, en effet, au milieu du xrx® siécle 
que les bactéries ont été distinguées comme constituant un groupe 
particulier de microbes. A l’origine, ce groupe était assez homo- 
géne ; il comprenait les eubactéries classiques, organismes uni- 
cellulaires de petite taille se multipliant par scission binaire, 
immobiles, ou mobiles au moyen de cils, non-photosynthétiques. 
Mais au fur et a mesure que l’exploration du monde microbien 
se poursuivait, d’autres groupes, dont les propriétés différaient 
sensiblement de celles des eubactéries classiques, trouvérent asile 
parmi les bactéries. Il y eut les actinomycétes, les spirochétes, 


(*) Conférence prononcée a la Société Francaise de Microbiologie le 
2 mars 1961. 
Annales de VInstilut Pasteur, 104 n° 3, 1961. 20 


298 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


les bactéries photosynthétiques, les myxobactéries, les rickettsies, 
les organismes du groupe de la péripneumonie, pour ne mention- 
ner que les plus importants. La diversité biologique des bactéries 
sensu lato, telles qu’on les comprend aujourd’hui, ressort net- 
tement de la simple énumération des propriétés que peuvent 
posséder leurs représentants. Les bactéries peuvent étre photo- 
synthétiques ou non photosynthétiques ; unicellulaires, multicel- 
lulaires ou coenocytiques ; immobiles ou mobiles, la mobilité 
pouvant étre assurée par l’un des trois mécanismes distincts ; 
elles se multiplient soit par scission binaire, soit par bourgeon- 
nement, soit par formation de conidies ou de gonidies. Si on 
demande pourquoi des organismes possédant des propriétés si 
diverses se trouvent réunis en un seul groupe, une seule réponse 
est possible : c’est, a défaut d’une définition du groupe, le résul- 
tat d’un accord de ceux qui s’appellent des bactériologistes. Un 
microorganisme a donc le droit d’étre considéré comme une 
bactérie si une majorité de bactériologistes se mettent d’accord 
pour le considérer comme tel. Nous n’avons pas lieu d’en étre 
fiers, mais il faut bien dire la vérité. 

Un profane pourrait facilement supposer, en apprenant cette 
vérité, que les bactéries représentent une sorte de poubelle du 
monde microbien. Mais, le fait le plus extraordinaire, c’est 
qu’un microbiologiste expérimenté est capable de reconnaitre 
une bactérie sensu lato presque 4 premiére vue. Je n’en donnerai 
que deux exemples. ‘L’organisation des actinomycétes supérieurs 
ressemble beaucoup a celle de certains champignons. Mais a 
ma connaissance, ni les mycologistes, ni les bactériologistes 
n’éprouvent jamais la moindre difficulté a décider de l’appar- 
tenance d’une espéce particuliére possédant la structure commune 
aux deux groupes. Il y a une trentaine d’années, un dermato- 
logue allemand a décrit une eubactérie de grande taille, un Bacil- 
lus megaterium, comme une nouvelle espéce de levure sporogéne 
appartenant au genre Schizosaccharomyces (Benedek [8]). Cette 
espéce nouvelle, qui portait le nom impressionnant de Schizosac- 
charomyces hominis, a été rapidement démasquée par un autre 
travailleur (Dorrepaal {7}). Celui-ci n’a pas caché son opinion 
qu'un tel malentendu dépassait les bornes permises, méme pour 
un médecin. On peut en conclure qu’il n’est pas difficile, en géné- 
ral, de distinguer les bactéries des autres microorganismes, mal- 
gré des ressemblances de taille ou de forme. Ce fait fournit 
indication qu’il n’est peut-étre pas impossible de définir le 
groupe des bactéries d’une fagon scientifique. 

Que peut-on attendre d’une définition scientifique des bacté- 
ries ? Les bactéries sensu lato comprennent des ‘formes de tres 
petite taille, a peine décelables a l’aide du microscope photoni- 
que : a cet égard, elles risquent d’étre confondues avec les virus 
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les plus grands. D’autre part, elles incluent des formes qui ris- 
quent, d’aprés leur taille et leur forme, d’étre confondues avec 
les autres protistes, c’est-d-dire les algues unicellulaires, les 
protozoaires ou les champignons. IJ faut donc chercher une 
définition du groupe qui puisse permettre de séparer les bactéries 
d’une part des virus, et d’autre part, des algues, des protozoaires 
et des champignons. 

Une séparation nette entre les bactéries et les virus ne présente 
plus aucun probleme, depuis le moment historique, il y a quatre 
ans seulement, ot le pastorien, André Lwoff [46] a défini le virus. 
Il suffit de rappeler ici l’essentiel de cette définition : une par- 
ticule infectieuse (ou virion), ne contient qu’un seul type d’acide 
nucléique ; elle est reproduite, a partir de ce seul acide nucléique, 
et se multiplie sous forme d’acide nucléique ; le virion ne se 
divise pas; il ne contient pas le systeme de Lipmann, pour uti- 
liser la termimologie de Lwoff. Les bactéries sont des organismes 
cellulaires, et comme n’importe quel organisme cellulaire, elles 
contiennent les deux types d’acide nucléique ; elles se reprodui- 
sent par division et non a partir d’un seul acide nucléique. Elles 
possédent un systéme enzymatique générateur d’ATP. Entre bac- 
téries et virus, un groupe de transition est donc impensable. I] 
arrive parfois que l’on ne sache pas si l’on a affaire 4 une bactérie 
ou aun virus ; cela est dQ uniquement au fait que les caractéres 
essentiels de l’objet en question ne sont pas encore connus. Mais, 
une fois ces propriétés établies, on peut décider sans aucune 
ambiguité s’il s’agit d’un organisme ou d’un virus. La question, 
bactérie ou virus ? a été posée de temps en temps a propos de 
certains parasites intracellulaires de petite taille : les rickettsies 
et les agents étiologiques de la psittacose, du lymphogranulome 
et du trachome. Mais, 4 l’heure actuelle, on connait assez bien 
leurs propriétés pour étre certain que ce sont des organismes et 
non pas des virus. Ils font done partie des bactéries sensu lato. 

C’est plutét d’un autre coté que les difficultés surgissent. La 
structure des bactéries est basée sur une organisation cellulaire. 
L’organisme bactérien est, soit unicellulaire, soit multicellulaire 
sans différenciation, soit coenocytique, caractéres qui s’appliquent 
également aux autres protistes dans leur ensemble. Par consé- 
quent, si l’on veut définir les bactéries d’une fagon qui permette 
de les distinguer des algues, des protozoaires et des champignons, 
cette définition doit reposer sur les particularités de la cellule 
bactérienne qui la différencient de la cellule des autres protistes. 

Lorsque j’ai affirmé qu’un microbiologiste expérimenté est 
capable de distinguer sans difficulté les bactéries des autres 
protistes, je me suis un peu éloigné de la stricte vérité. Il existe 
un groupe de microorganismes souvent inclus parmi les bactéries 
mais qui manifeste toutefois des affinités évidentes avec un groupe 
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d’algues : ce sont les prétendues bactéries filamenteuses & mou- 
vements de glissement. Les représentants classiques en sont les 
chimiolithotrophes qui obtiennent leur énergie en _oxydant le 
H,S, appartenant aux genres Beggiatoa et Thiothriz, dont les 
caractéres biologiques ont été établis il y a quatre-vingts ans par 
Winogradsky [32]. On a découvert plus récemment une série de 
formes analogues qui sont des chimio-organotrophes ; ce sont 
les Vitreoscilla de Pringsheim [20], qui ressemblent morpholo- 
giquement A des Beggiatoa, et les Leucothrix de Harold et Sta- 
nier [44], qui ressemblent morphologiquement a des Thiothrix. 
D’aprés leur structure et leur moyen de locomotion, il ne fait 
aucun doute que tous ces organismes sont des formes apochlo- 
rotiques d’algues bleues filamenteuses. Les Beggiatoa et les 
Vitreoscilla trouvent leur contre-partie naturelle parmi les cyano- 
phycées de la famille des Oscillatoriaceae ; les Thiothrixr et les 
Leucothriz parmi les cyanophycées de la famille des Rivularia- 
ceae. 

L’existence d’affinités et d’une parenté biologique entre les algues 
bleues et les bactéries dans leur ensemble a été affirmée 4 maintes 
reprises par des microbiologistes. On doit ce rapprochement 
a Ferdinand Cohn, le grand botaniste allemand du xrx® siécle, qui 
a tant contribué a la création de la bactériologie et de l’algologie 
scientifique. Mais l’idée est restée longtemps une intuition qui ne 
pouvait étre formulée en termes précis. Le plus souvent, on s’est 
contenté de constater que la cellule, dans chacun de ces deux 
groupes, est « primitive ». Il y a vingt ans, j’al essayé, en colla- 
boration avec van Niel {27}, de donner une signification plus exacte 
a ce terme « primitif ». Les propriétés communes, telles qu’on 
pouvait les définir 4 cette époque, étaient vagues et négatives : 
manque de « vrais noyaux », manque de plastides, sabsence de 
sexualité. 

Depuis quinze ans, l’introduction de toute une série de nouvelles 
techniques a rendu possible une connaissance approfondie de la 
structure biologique au niveau intracellulaire. Une des consé- 
quences de cette véritable révolution cytologique a été de fournir 
des données beaucoup plus précises sur la structure fine des bac- 
téries et des algues bleues. Ces données confirment les intuitions 
précédentes ; elles montrent que la cellule des protistes inférieurs, 
bactéries et algues bleues, est organisée d’une maniére différente 
de la cellule telle qu’on la connait chez les protistes supérieurs, 
chez les plantes et chez les animaux. Une désignation spécifique 
pour ces deux types de cellules est devenue essentielle, et je vais 
adopter la terminologie proposée il y a vingt ans par Chatton {4}. 
La cellule du type qui existe chez les bactéries et les algues bleues 
est une cellule procaryote ; la cellule du type qui existe chez les 
autres organismes, est une cellule eucaryote. 


} 
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Done, c’est par la structure de la cellule procaryote, qu’on 
définit les bactéries et qu’on établit leur place dans le monde 
vivant. Cette définition, bien entendu, s’applique également aux 
algues bleues et ne permet pas, par conséquent, une séparation 
nette entre ces algues et les bactéries. Mais le cas des organismes 
incolores du type Beggiatoa et Thiothrix nous montre déja les 
grandes ressemblances entre les deux groupes. Je conclus donc 
que l’on peut définir un protiste procaryote d’une fagon nette ; 
mais que l’on ne peut pas définir les bactéries sensu lato d'une 
facon qui permette d’en exclure les cyanophycées. 

Quelle est la justification de l’emploi du méme terme, une 
cellule, pour désigner les unités de structure des procaryotes et 
des eucaryotes ? La justification se trouve, je crois, dans 1’ équi- 
valence de fonction de ces deux unités de structure. La reproduc- 
tion met en jeu essentiellement la méme série d’événements carac- 
téristiques. Les deux types de cellule sont compatibles avec les 
mémes modalités de structure et d’organisation : unicellularité, 
multicellularité, coenocytisme. En tant qu’unités de fonction bio- 
chimique, elles sont équivalentes : toute la biochimie moderne en 
témoigne. I] y a une vingtaine d’années, il n’était pas évident que 
ces deux unités de structure fussent homologues du point de vue 
de leur organisation génétique ; mais aujourd’hui, les données 
impressionnantes de la génétique bactérienne donnent tout leu 
d’admettre l’existence d’une homologie fondamentale a cet égard. 
Les différences entre la cellule procaryote et la cellule eucaryote 
ne s’expriment donc pas d’une facon grossiére dans le compor- 
tement de la cellule dans sa totalité. C’est plutdt une question de 
différences dans l’organisation intime de la structure fine de la 
machinerie cellulaire. 

Dans la cellule eucaryote, entourée dans sa totalité par la mem- 
brane cytoplasmique, il existe des structures intracellulaires, véri- 
tables sous-unités de fonction, qui sont elles-mémes entourées de 
membranes. Dans la cellule procaryote, il n’existe qu’une seule 
membrane délimitante, la membrane cytoplasmique. 

L’expression la plus générale de cette différence d’organisation 
concerne le noyau; dans la cellule procaryote, il n’est jamais 
séparé du cytoplasme par une membrane nucléaire, tandis que dans 
la cellule eucaryote, une membrane entoure toujours le noyau en 
repos. De plus, dans la cellule eucaryote les unités de fonction 
respiratoire et photosynthétique sont toujours incluses dans des 
organites spécifiques entourés de membranes ; ce sont les mito- 
chondries et les chloroplastes. Des organites homologues, entourés 
de membranes, n’existent pas dans la cellule procaryote. I] est 
possible que cette absence de membranes soit liée a une parti- 
cularité chimique caractéristique de la cellule procaryote : le 
manque de stérols. On peut se demander si la fonction primaire 
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des stérols dans la cellule eucaryote, ou on les trouve universel- 
lement, ne serait pas de participer 4 la formation des « membranes 
internes ». 

Malgré l’absence de membranes internes, il existe cependant 
dans la cellule procaryote une séparation entre diverses régions 
qui different, et en fonction, et en composition chimique. Par 
exemple, une séparation entre région nucléaire et région cyto- 
plasmique se voit particuliérement bien dans les coupes minces 
de la cellule bactérienne aprés fixation par la méthode de Kellen. 
berger [44]. La région nucléaire est remplie de filaments fins, sans 
doute constitués en partie, sinon en totalité de longues molécules 
d’ADN, tandis que les éléments les plus visibles du cytoplasme 
sont les ribosomes, particules isodiamétriques contenant de ARN 
et des protéines. Malgré l’absence de membrane, la séparation 
entre ces deux régions reste parfaitement nette. A cet égard, Je 
voudrais rappeler une propriété de la cellule bactérienne et cyano- 
phycéenne aisément observable lors d’un examen 4 l'état frais : 
Vimmobilité parfaite de son contenu ; les courants cytoplasmiques, 
le mouvement du noyau et des plastides, la formation, le mou- 
vement et la disparition des vacuoles, toutes ces activités carac- 
téristiques d’une cellule eucaryote sont absentes chez les protistes 
inférieurs. De telles activités nécessitent des transformations réver- 
sibles sol-gel dans le cytoplasme, et leur absence de la cellule 
procaryote indique que, dans cette cellule, le cytoplasme reste 
toujours a l'état de gel. A mon avis, on peut considérer l'état de 
gel comme une condition indispensable pour le maintien d’une 
différenciation de régions intracellulaires en Vabsence de mem- 
branes internes. 

Discutons maintenant plus en détail la structure nucléaire et 
cytoplasmique de la cellule procaryote. D’abord, le noyau. Les 
travaux de cytologie classique, surtout ceux effectués pendant les 
quinze derniéres années, ont montré que le noyau des bactéries 
et des cyanophycées a, pendant la division, une structure et un 
comportement a la fois trés singuliers et caractéristiques [22]. La 
cellule est en général plurinucléée, car la division nucléaire 
devance la division cellulaire. La division nucléaire implique une 
simple scission du corps chromatinique et il n’y a rien qui corres- 
ponde aux stades successifs de la mitose. Cette distribution homo- 
géne de  ADN dans la région nucléaire est apparemment confirmée 
par les études de Kellenberger [44] et d’autres chercheurs [43] a 
Yaide du microscope électronique. Enfin, il semble que l?ADN 
des bactéries ne soit pas lié 4 des protéines basiques, comme c’est 
le cas dans la cellule eucaryotique : les tentatives d’isoler l’ ADN 
bactérien sous forme de nucléo-protéine ont jusqu’a présent donné 
des résultats négatifs. 

Nous sommes encore assez loin de l’époque ow il deviendra 
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possible de construire une cytogénétique des procaryotes : ¢c’est- 
a-dire de mettre en rapport les données génétiques et les données 
cytologiques, car nos connaissances génétiques sont encore 
restreintes 4 un trés petit nombre de bactéries, et sont nulles pour 
les cyanophycées. En fait, il n’y a encore qu’une seule espéce 
de bactéries, Escherichia coli, sur la structure génétique de laquelle 
nous possédions des renseignements précis et ceci grace surtout 
aux travaux de Wollman et Jacob [83]. Le premier fait, et le plus 
important, c’est que tous les déterminants génétiques sont disposés 
linéairement le long d’un seul groupe de lhaison. Dans Ja termino- 
logie classique, la bactérie en question ne posséde qu’un seul 
chromosome. Deuxiémement, il semble que ce chromosome soit 
généralement circulaire, mais capable cependant de s’ouvrir 
en n’importe quel point. Une telle ouverture est une condition 
préalable au transfert de facteurs chromosomiens pendant la conju- 
gaison. 

Si les données obtenues avec E. coli peuvent étre étendues a 
Vensemble des protistes inférieurs, la présence invariable, dans 
le noyau d’une cellule procaryote, d’un seul élément de structure 
qui contient l’ADN serait l’expression morphologique d’une parti- 
cularité génétique : l’existence d’un seul groupe de liaison. Dans 
ce cas, l’absence des stades successifs de la mitose pendant la 
division nucléaire devient compréhensible. Dans une cellule ot 
Vinformation génétique est répartie entre plusieurs éléments de 
structure (cas universel chez les eucaryotes), une équipartition 
réguliére pendant la division du noyau est impensable sans un 
appareil qui coordonne et gouverne avec beaucoup de précision 
la séparation des deux groupes complémentaires de chromosomes, 
en un mot, un appareil mitotique. Mais quand toute l’information 
génétique est portée par un seul élément de structure, comme 
dans le cas du chromosome circulaire d’E. coli, une équipartition 
réguliére peut se produire par un mécanisme plus simple. Le 
jnodéle proposé récemment par Kellenberger [14] représente une 
premiére étape vers l’interprétation de la structure et de la répli- 
cation du noyau-chromosome d’Escherichia coli, et, si lextra- 
polation est justifiée, du noyau-chromosome des autres procaryotes. 

Pour montrer les différences d’organisation cytoplasmique entre 
la cellule procaryote et la cellule eucaryote, je vais examiner avec 
quelques détails des éléments de structure qui servent a la fonction 
photosynthétique et a la fonction respiratoire. 

Pour indiquer l’ensemble des fonctions de la photosynthése, ou 
de la respiration, j’utiliserai le mot synergon, car la clarté exige 
que les aspects fonctionnels et structuraux soient dissociés. Dans 
la cellule eucaryote, le synergon de la photosynthése se trouve 
toujours lié a des structures spécifiques, les chloroplastes. L’ana- 
lyse fonctionnelle des chloroplastes isolés révéle que ceux-ci 
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contiennent les pigments et le systéme enzymatique de transport 
électronique qui, associés, permettent la conversion de l’énergie 
lumineuse en énergie de liaison chimique {2}. Ils contiennent, de 
plus, toute une série d’enzymes nécessaires a la conversion de la 
source de carbone, le CO,, en amidon, le produit de réserve ter- 
naire. Regardons maintenant de plus prés la structure d’un chloro- 
plaste typique. Il est entouré d’une double membrane, et content 
un grand nombre de disques aplatis qui donnent l’impression de 
lamelles doubles. Les disques sont entourés par une région unl- 
forme, apparemment dépourvue de structure fine, appelée stroma. 
Diverses données convergentes indiquent que les mécanismes qui 
assurent la conversion d’énergie résident spécifiquement dans les 
disques aplatis [47, 19]. C’est donc probablement dans le stroma 
que se trouvent les enzymes de biosynthése. 

Dans la cellule eucaryote, le synergon de la respiration se 
trouve, lui aussi, toujours lié 4 des structures spécifiques : les 
mitochondries. L’analyse fonctionnelle des mitochondries iso- 
lées [10] révéle que celles-ci contiennent les enzymes du cycle 
tricarboxylique, et le systeme enzymatique de transport électro- 
nique lié A l’oxygéne, systéme caractéristique de la respiration 
aérobie. De plus, elles contiennent le systeme, encore mal connu, 
qui permet la synthése de l’ATP pendant le transfert des élec- 
trons. La mitochondrie est entourée d’une double membrane et 
subdivisée en plusieurs compartiments par les crétes mitochon- 
driales, membranes transversales qui prennent leur origine dans 
la lamelle interne de Ja double membrane entourant la mito- 
chondrie. On sait que les enzymes qui assurent le transport des 
électrons se trouvent spécifiquement dans les crétes mitochon- 
driales. 

Il faut souligner que le chloroplaste et la mitochondrie’ sont des 
unités de fonction spécifiques. Il est bien évident qu’une mito- 
chondrie ne contient ni les pigments, ni les enzymes du synergon 
de la photosynthése ; et, grace aux travaux récents d’Arnon et ses 
collaborateurs [2], l’absence des enzymes du synergon respiratoire 
chez les chloroplastes est maintenant établie. Dans la cellule euca- 
ryote il y a done une séparation absolue entre les deux synergons, 
celui de la respiration et celui de la photosynthése. 

Les synergons de photosynthése et de respiration existent éga- 
lement chez les procaryotes. Mais lorsque l’on tente d’analyser 
la localisation intracellulaire de ces synergons chez un procaryote, 
comme je viens de le faire pour un eucaryote, on se rend compte 
qu'il existe de grandes différences d’organisation. Considérons 
d@abord lorganisation du synergon de la photosynthése chez les 
cyanophycées et chez les bactéries photosynthétiques. 

Dans la cellule d'une algue bleue, la région cytoplasmique est 
remplie d’un systeme de lamelles doubles, comparables aux 
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disques aplatis qui se trouvent dans les chloroplastes de la cellule 
eucaryote (Shatkin {26]). On sait que ces lamelles contiennent la 
partie photochimique du synergon ; elles sont done les homologues 
fonctionnels des disques aplatis des chloroplastes. Mais, dans la 
cellule de Palgue bleue, ces lamelles ne sont pas entourées d’une 
membrane qui, tout en les associant spécifiquement avec la partie 
biosynthétique du synergon, les sépare du reste du cytoplasme. 
L’équivalent du stroma d’un chloroplaste, c’est toute la région 
non différenciée du cytoplasme qui entoure les lamelles et qui 
s’étend jusqu’a la membrane cytoplasmique. 

Dans la plupart des bactéries photosynthétiques examinées 
jusqu’ia présent, le cytoplasme est bourré de petites vésicules, les 
chromatophores, qui sont le site des réactions photochimiques et 
done les homologues fonctionnels sinon structuraux des lamelles 
qui se trouvent dans les algues bleues (Vatter [29] ; Hickman [12)). 
Dans une seule espéce de bactéries pourpres, on a trouvé un petit 
nombre de régions lamellaires dans le cytoplasme (Drews (8)}). 
Ces lamelles ressemblent beaucoup a celles des algues bleues ou 
des chloroplastes. Mais quelle que soit la structure de 1|’élément 
qui porte l’appareil photochimique chez les bactéries photosynthé- 
tiques, il n’est jamais inclus dans un organite limité par une mem- 
brane; la membrane cellulaire représente la seule frontiére 
structurale. 

Les études les plus détaillées sur la localisation du synergon 
respiratoire chez les procaryotes ont été effectuées avec Bacillus 
megaterium (Weibull [80] ; Storck [28]}) et Sarcina lutea (Mathews 
et Sistrom {47]), bactéries dont la paroi cellulaire subit une disso- 
lution compléte sous l’action du lysozyme. Ce phénoméne permet 
une dissection trés délicate de la structure du protoplaste. Ces 
études ont montré que le systeme d’enzymes qui, au cours de la 
respiration, effectuent le transfert d’électrons, se trouve exclusi- 
vement dans la membrane cellulaire, structure qui exerce donc les 
fonctions qui appartiennent aux crétes mitochondriales dans la 
cellule eucaryote. La plupart des enzymes du cycle tricarboxylique 
semblent étre distribuées dans le cytoplasme bactérien. Tout 
récemment, plusieurs chercheurs (Fitz-James [9]) ont trouvé dans 
des coupes ultrafines de bactéries 4 Gram positif et d’actinomycétes 
des structures lamellaires associées 4 la membrane de la cellule. 
Ces structures, appelées mésosomes par Fitz-James [9], semblent 
étre formées par une invagination localisée de la membrane. II est 
possible qu’elles soient des sites d’intense activité respiratoire. 
Jusqu’a présent, les mésosomes n’ont pas été décelés chez les 
bactéries 4 Gram négatif. 

J’ai mentionné que le systeme de plastides de la cellule euca- 
ryote entraine une séparation stricte entre les synergons de respi- 
ration et de photosynthése. Chez les algues bleues et les bactéries 
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photosynthétiques capables de respirer, il y a une haison beaucoup 
plus étroite entre les deux synergons. Cette liaison est manifestée 
par le fait que la lumiére supprime immédiatement et souvent 
compléetement la respiration. Un tel phénoméne n’existe pas dans 
le cas des algues possédant des plastes. Cet effet de la lumiere 
devient intelligible si on suppose que dans la cellule procaryote 
les deux chaines spécifiques de transport d’électrons — celle de 
la respiration et celle de la photosynthése — ont des éléments 
communs. De cette hypothése il y a une preuve directe : la suc- 
cinoxydase, systéme enzymatique faisant partie du synergon de 
respiration, appartient a la structure du chromatophore chez les 
bactéries pourpres (Cohen-Bazire et Kunisawa [5)). 

Il reste 4 considérer un caractére spécifique de la cellule pro- 
caryote dont l’existence n’était méme pas soupgonnée il y a 
dix ans : la composition singuliére de Ja paroi cellulaire. En 1951, 
Elizabeth Work [84] découvre un nouvel acide aminé, l’acide 
diaminopimélique, dans l’hydrolysat des cellules de Corynebac- 
terium diphtheriae. Ensuite, Work et Dewey {385] effectuent une 
étude systématique de sa distribution naturelle. Cet acide aminé 
se trouve dans presque toutes les bactéries, le plus souvent sous 
forme de Visomére méso ; les actinomycétes et quelques eubac- 
téries en forme de batonnets contiennent lisomére L. Seuls 
parmi les bactéries, les lactobacilles et les cocci A Gram positif 
ne contiennent aucune trace de cet acide aminé. L’acide diamino- 
pimélique se trouve également dans la cellule des algues bleues, 
mais il n’existe pas chez les autres classes d’algues, ni chez les 
protozoaires, les champignons, les plantes, les animaux supérieurs, 
non plus que chez les virus. D’aprés cette étude, il semble done 
que la présence de l’acide DAP parmi les acides aminés cellu- 
laires pourrait fixer l’appartenance d’un organisme au groupe 
des procaryotes. Par la suite, il devint clair que les particularités 
de distribution du DAP n’étaient qu’un indice de la présence d’une 
structure hétéropolymérique caractéristique de la paroi de la cel- 
lule procaryote. Cet acide aminé n’est en effet jamais incorporé 
dans les protéines de la cellule, mais est uniquement un consti- 
tuant de la parol. 

A peu prés a la méme époque, l’isolement et l’étude de la struc- 
ture chimique de la paroi bactérienne ont été abordés par Salton. 
Les travaux de Salton [23, 24] et ensuite ceux de Cummins et 
Harris |6] ont montré que, chez les eubactéries, la paroi de la 
cellule a toujours une structure assez complexe. Elle contient au 
minimum 3 ou 4 acides aminés fondamentaux et 2 sucres aminés . 
ces constituants sont en général accompagnés d’autres acides 
aminés, d’autres sucres, et parfois de lipides. La paroi des bac- 
téries Gram négatives est toujours plus complexe que celle des 
bactéries Gram positives ; elle contient d’assez grandes quantités 
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de lipides, et une série plus étendue d’acides aminés. Peu a peu, 
les données cumulatives obtenues sur la composition de la paroi 
de diverses espéces ont permis d’établir l’existence de structures 
chimiques communes, particuliérement évidentes dans le cas des 
bactéries &€ Gram positif. La paroi de ces espéces contient toujours 
d’assez grandes quantités de deux sucres aminés — I’acétylgluco- 
samine et l’acide acétylmuramique — et d’un groupe d’acides 
aminés — l’acide glutamique, l’alanine, et soit l’acide diamino- 
pimélique, soit la lysine, parfois la glycine. Une paroi qui contient 
de grandes quantités de ces unités de structure subit une dissolu- 
tion compléte sous l’action du lysozyme. L’étude de cette disso- 
lution enzymatique a permis a Salton et Ghuysen [25] d’établir 
lorganisation macromoléculaire des unités de structure. Ces unités 
font partie d’un hétéropolymére pour lequel Salton a proposé le 
nom de « mucocomplexe ». On y trouve un squelette polysaccha- 
ridique, qui contient alternativement l’acétylglucosamine et l’acide 
acétylmuramique. Ce dernier sucre aminé contient un groupe car- 
boxylique, qui sert 4 lVattachement par liaison peptidique de 
courtes chaines ou molécules individuelles d’acides aminés carac- 
téristiques du mucocomplexe. Ce sont les liaisons 1,4 de la chaine 
polysaccharidique qui sont attaquées par le lysozyme. 

Les données analytiques sur les parois beaucoup plus complexes 
des bactéries 4 Gram négatif montrent que le mucocomplexe y est 
invariablement présent, bien que ce soit un constituant relati- 
vement mineur de la paroi. L’analyse fonctionnelle a permis de 
conclure que, dans les bactéries 4 Gram négatif, le mucocomplexe 
joue également un réle capital dans la rigidité de la paroi et dans 
sa résistance aux forces de tension. Bien que les bactéries 4 Gram 
négatif ne soient pas, dans les conditions normales, lysées par le 
lysozyme, elles deviennent osmotiquement sensibles aprés trai- 
tement par le verséne (Repaske [24]). Il semble qu’aprés un tel 
traitement le mucocomplexe qui est normalement masqué par 
d’autres couches de la paroi, devienne accessible a l’action de 
l’enzyme. La lyse osmotique qui en résulte, montre bien que le 
mucocomplexe, malgré sa concentration relativement faible dans 
la paroi, est un élément essentiel de sa stabilité. 

La macrostructure de la paroi des bactéries A Gram négatif pose 
un probléme analytique trés difficile. Jusqu’a présent, les données 
principales proviennent des études de Weidel et de ses collabo- 
rateurs [84] sur la paroi d’une seule espéce, Escherichia coli. La 
paroi de cette bactérie contient trois couches. Les deux couches 
extérieures sont composées respectivement d’une lipoprotéine et 
d’un lipopolysaccharide. La couche intérieure, la couche R, 
contient des unités isodiamétriques de nature protéique, lées les 
unes aux autres par des chaines de mucocomplexe. Donc, dans 
ce cas, le mucocomplexe n’a pas une trame ininterrompue, comme 
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chez les formes a Gram positif, mais sert plutot de liaison entre 
des sous-unités de compositions différentes. 


L’importance universelle du mucocomplexe comme élément 
structural de la paroi des bactéries est devenue encore plus €vi- 
dente & !a suite des travaux récents sur le mode d’action de la 
pénicilline. Park et ses collaborateurs [48] ont montré que la péni- 
cilline bloque Vincorporation des sous-unités du mucocomplexe 
dans la paroi bactérienne. Par conséquent, la croissance bacté- 
rienne en présence de l’antibiotique entraine un affaiblissement de 
la paroi, qui conduit a la lyse osmotique. Ce fait explique la 
sensibilité relative des diverses bactéries Aa la pénicilline, les 
espéces dort les parois contiennent une grande proportion de 
mucocomplexe (c’est-d-dire en général, les espéces 4 Gram positif) 
étant les plus sensibles. 


La présence du mucocomplexe dans la paroi cellulaire peut étre 
décelée directement, par analyse de la composition chimique de 
la paroi. Elle peut étre décelée également par une analyse fonc- 
tionnelle :l’examen de la sensibilité de la cellule a la lyse osmotique 
provoquée soit par traitement avec le lysozyme, soit par croissance 
en présence de pénicilline. Quant a l’analyse chimique, c’est l’acide 
acétylmuramique qui fournit la meilleure indication de la présence 
du mucocomplexe. Cette hexosamine n’existe que dans le muco- 
complexe, et en est un constituant invariable. L’acide diamino- 
pimélique, bien qu’il se trouve dans le mucocomplexe, n’est pas 
toujours présent. Chez les bactéries qui ne contiennent pas cet 
acide aminé, c’est-a-dire les lactobacilles et les cocci A Gram 
positif, il est remplacé par la lysine. Enfin, il faut noter que l’acide 
glutamique et Valanine du mucocomplexe sont en partie sous 
forme de lisomére D. ‘ 


Je voudrais maintenant considérer la question suivante : le muco- 
complexe dans sa totalité est-il un élément de structure universel 
et exclusif de la cellule procaryote ? Chez les eubactéries et les 
actinomycetes, on a tout leu de supposer que c’est un constituant 
cellulaire invariable, car on posséde maintenant des données analy- 
tiques sur un grand nombre d’espéces appartenant a tous les 
groupes principaux. Tout récemment, la présence du muco- 
complexe dans les parois des rickettsies a été signalée (Allison [4)), 
fait qui fournit une preuve supplémentaire de la nature bactérienne 
de ce groupe. Le groupe psittacose-trachome-lymphogranulome 
n’a pas encore été soumis 4 un examen, mais la sensibilité de ces 
organismes & l’action de la pénicilline fournit une assez forte pré- 
somption en faveur de la présence du mucocomplexe. I] n’y a pas 
de données sur la composition chimique de la fragile paroi des 
myxobactéries, mais plusieurs chercheurs ont montré que la cel- 
lule, dans sa totalité, contient des quantités appréciables d’acide 
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diaminopimélique. I] n’existe pas non plus de données sur la com- 
position de la paroi des spirochétes, mais l’existence chez eux du 
mucocomplexe est indiquée par leur sensibilité bien connue a la 
pénicilline. Le cas des algues bleues est en cours d’examen par 
Salton. Cet auteur a préparé des parois a partir de plusieurs 
espéces, et ses données analytiques, non encore publiées, montrent 
une composition relativement simple, tout a fait semblable a celle 
des bactéries 4 Gram positif. Cette composition concorde bien avec 
la sensibilité, relativement élevée, des algues bleues a l’action du 
lysozyme. En dehors des bactéries et des algues bleues, |’existence 
du mucocomplexe n’a jamais été signalée. Son absence de la paroi 
de beaucoup de cellules eucaryotes est, de plus, indiquée par le 
spectre d’action de la pénicilline. Il est bien connu que cette 
substance ne posséde aucune toxicité pour les organismes supé- 
rieurs, ni pour les microorganismes eucaryotes. 

Compte tenu des lacunes qui existent encore dans nos connais- 
sances a ce sujet, il me semble donc trés probable que l’existence 
du mucocomplexe comme élément stabilisant de la paroi cellulaire 
est un caractére supplémentaire pour la définition d’un organisme 
procaryote. Mais la parol, bien qu’elle protége une cellule contre 
un choc osmotique éventuel, n’est tout de méme pas absolument 
essentielle 4 la vie de la cellule. La meilleure preuve en est fournie 
par les belles expériences de Lederberg [15] sur le comportement 
d’Escherichia coli cultivé en présence de pénicilline. Lederberg 
a démontré que la mort de la cellule n’est pas une conséquence 
obligatoire de la croissance en présence de pénicilline. Lorsque 
le milieu est rendu hypertonique, |’affaiblissement de la paroi dt 
a laction de l’antibiotique n’est pas suivi de lyse ; les cellules sont 
alors converties en sphéroplastes osmosensibles, capables de 
croitre comme tels et de reprendre la forme de batonnets normaux 
aprés Venlévement ou la destruction de la pénicilline. On peut 
donc se demander s’il n’existe pas dans la nature des organismes 
d’origine bactérienne, qui ont perdu irréversiblement la capacité 
de synthétiser le mucocomplexe, mais qui pourraient toujours 
exister sous forme de sphéroplastes osmosensibles ? La formation 
irréversible de tels objets biologiques a partir d’une eubactérie 
normale a été démontrée au laboratoire pour un grand nombre 
d’espéces bactériennes différentes. Ce sont les formes L des bac- 
téries. Le moyen le plus str d’obtenir des formes L est de sou- 
mettre une culture bactérienne a l’action de la pénicilline, dans un 
milieu de pression osmotique élevée. Parfois on obtient des sphéro- 
plastes parfaitement capables de retourner 4 leur état primitif 
apres l’enlévement de l’antibiotique, comme c’était le cas dans 
les expériences de Lederberg avec E. colt. Parfois, l'état de sphéro- 
plaste devient irréversible, et on obtient des formes L. Les facteurs 
qui provoquent un changement irréversible ne sont pas connus ; 
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mais il semble bien qu'il ne s’agisse pas d’une simple sélection de 
mutants. Quel que soit le mécanisme de leur formation, les données 
analytiques montrent que beaucoup de formes L stables ne synthé- 
tisent plus le mucocomplexe. L’absence permanente du muco- 
complexe explique leur sensibilité osmotique, et en méme temps 
leur forme étrange, ressemblant si peu a la forme de la bactérie 
dont elles sont issues. 

Les formes L sont des artéfacts de laboratoire. Mais tout permet 
de supposer que des formes analogues peuvent apparaitre dans 
la nature, et sont capables, dans certaines conditions, de se mul- 
tiplier indéfiniment sous cette forme. Je fais allusion aux micro- 
organismes qui appartiennent au groupe de la péripneumonie, et 
qui sont, A mon avis, des formes L naturelles qui ont perdu la 
capacité de synthétiser le mucocomplexe. S’il en est vraiment ainsi, 
le groupe de la péripneumonie serait un groupe d’organismes pro- 
caryotes ne contenant pas cette substance. Toutefois, ces orga- 
nismes ne représentent pas un groupe taxonomique indépendant, 
comparable aux eubactéries, aux myxobactéries, aux spirochetes, 
etc. Du point de vue biologique, ce sont plutot des bactéries 
tératologiques, qui ont vraisemblablement pris leur origine a 
maintes reprises a partir d’espéces d’eubactéries différentes. 


RESUME. 


Les bactéries dans leur ensemble ne peuvent pas étre nettement 
séparées d’un autre groupe de microorganismes primitifs, les 
algues bleues. Ces deux grands groupes, qui constituent les pro- 
tistes procaryotes, ont une structure cellulaire particuliére, qui 
n’existe nulle part ailleurs dans le monde vivant. Les particularités 
de la cellule procaryote sont les suivantes. Absence de membranes 
internes qui séparent le noyau du cytoplasme, et qui isolent en 
plastes spécifiques l'appareil photosynthétique et lappareil respi- 
ratoire. Division du noyau par scission simple, sans mitose, phé- 
noméne vraisemblablement lié a la présence d’un seul groupe de 
liaison génétique, donc d’un seul chromosome. Enfin, présence 
d’une paroi cellulaire qui contient un élément de structure spécifi- 
que, le mucocomplexe. 

Il faut noter la grande diversité des types biologiques qui 
peuvent exister dans le cadre de cette organisation cellulaire. Il 
existe trois groupes distincts de phototrophes : les algues bleues, 
les bactéries pourpres et les bactéries vertes. Il existe également 
maints groupes physiologiques différents de chimiotrophes. La 
diversité de structure est aussi trés grande. Il y a des groupes 
unicellulaires, des groupes multicellulaires, et un groupe cceno- 
cytique. Il existe chez les procaryotes trois moyens de locomotion 
cellulaire : mouvement de glissement, mouvement a l’aide de cils, 
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mouvement dd a la contraction d’un filament axial. I] existe éga- 
lement plusieurs mécanismes de reproduction cellulaire. En 
somme, on trouve parmi les procaryotes une diversification de 
fonction et de structure presque aussi grande que celle qui existe 
chez les protistes eucaryotes, c’est-a-dire, les protozoaires, les 
champignons et les algues a plastes. La diversification du monde 
microbien s’est done effectuée & deux niveaux distincts de struc- 
ture cellulaire. Dans certaines limites, les deux types de cellules 
avaient des potentialités évolutives semblables. Le jeu de la sélec- 
tion naturelle a donc produit toute une série de lignées spécialisées 
paralléles, a partir des deux types d’organisation cellulaire qui 
existent dans le monde microbien. 


SUMMARY 


The bacteria in their totality cannot be clearly separated from 
another group of primitive microorganisms, the blue-green algae. 
These two great groups, together constituting the procaryotic 
protists, have a special cellular structure, which exists nowhere 
else in the living world. The special features or the procaryotic 
cell are the following : absence of internal membranes which sepa- 
rate the nucleus from the cytoplasm, and which isolate in specific 
plastids the synergons of photosynthesis and of respiration ; 
nuclear division by simple fission, not by mitosis, a feature which 
is possibly related to the presence of a single linkage group, and 
therefore of a single chromosome ; lastly, presence of a cell wall 
containing a specific structural element, the mucocomplex. 


It should be noted that a wide variety of biological types can 
exist within the framework of this special kind of cellular orga- 
nization. There are three distinct groups of procaryotic photo- 
trophs : blue-green algae, purple bacteria and green bacteria. 
There are also different physiological groups of chemotrophs. The 
diversity of structure is also very great. There are unicellular 
groups, multicellular groups, and a coenocytic group. Three kinds 
of cellular movement exist among procaryotic organisms : gliding 
movement, flagellar movement, and movement caused by the con- 
traction of an elastic axial filament. There are also several mecha- 
nisms of cellular reproduction. In fact, the diversification of 
structure and function among procaryotic protists is almost as 
great as that among the eucaryotic protists (protozoa, fungi and 
plastid-containing algae). The diversification of the microbial 
world has taken place from two kinds of cells which had similar 
evolutionary potentialities. The play of natural selection has thus 
produced a whole series of parallel specialized lines within the 
framework of the two kinds of cellular organization. 
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REMARQUES METHODOLOGIQUES A PROPOS 
DE LA THERMOSENSIBILITE DU DEVELOPPEMENT VIRAL 


par André LWOFF et Marguerite LWOFF (*) (**). 


(Service de Physiologie microbienne, Institut Pasteur, Paris) 


Si lon exprime le développement d’une souche virale donnée en 
fonction de la température, on obtient une courbe qui, lorsqu’on 
passe des températures basses aux températures hautes, présente 
trois parties : une partie ascendante, un plateau, une partie des- 
cendante (Groman, Lwoff et Lwoff [2]). Ce que nous appelons 
« développement » esi l’ensemble des phénoménes qui se déroulent 
entre l’infection des cellules et la production de virions, c’est- 
a-dire de particules infectieuses. En fait, ce qui a été mesuré dans 
nos expériences, c’est la production d’unités formant des plages. 

L’examen des courbes montre que, pour une souche donnée 
de poliovirus, 4 une température donnée, en dehors de la zone 
optimale, correspond un rendement donné. Les chiffres exprimant 
le rendement en fonction de la température n’ont bien entendu de 
valeur que sils résultent de l’étude cinétique du développement 
viral en fonction de la température au cours d’une expérience 
a cycle unique. Par exemple, le rendement au premier cycle est 
de 100 a Ja température optimale, et de 10 4 une température 
donnée, soit un rapport de 10. Au cycle suivant, le nombre de 
virions, ou particules infectieuses, sera respectivement de 10 000 
et de 100. Le rapport du nombre de virions, qui est de 10 au pre- 
mier cycle, est de 10? au second. Plus le nombre de cycles est grand, 
plus leffet des facteurs en jeu paraitra important. Cela est évident 
et ces remarques devraient étre superflues ; elles ne sont cepen- 
dant pas entiérement inutiles. 

Nous avons déterminé le rendement en virions du poliovirus 
a différentes températures au cours d’expériences a cycle unique. 
Ces expériences sont effectuées avec des cellules en suspension 
dans des conditions qui assurent une oxygénation constante. Le 


(*) Ce travail a bénéficié d’une subvention de la « National Founda- 
tion » des Etats-Unis d’Amérique. 
(**) Manuscrit recu le 15 avril 1961. 
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milieu est tamponné et le pH ne doit, en aucun cas, descendre 
au-dessous de 7,0, ceci pour éviter que l’effet de l’acidification (1) 
n’interfére avec l’effet de la température. On titre les virions 
a temps divers, on trace la courbe du rendement en fonction de 
la température et on note la température correspondant 4 un ren- 
dement de 10 p. 100. 
Nous avons proposé de considérer comme valeur caractéris- 
tique de la sensibilité thermique la température au-dessus de 
loptimum a laquelle le rendement est diminué de 90 p. 100 et 
d’exprimer cette valeur par le sigle « rt » (r pour reproduction ou 


“rendement 


30) Sly 32 3S 34°35 36 SF GB So 40 = 


Fic. 1. — Poliovirus type 1. — Courbe du développement viral en fonction de la 
température. En abscisses : température 4 laquelle le virus s’est développé au cours 
d’une expérience 4 cycle unique. En ordonnées: p. 100 du rendement. 


rendement, t pour température). Par exemple, rt = 40°8 signifie 
que le rendement a 40°8 est 10 p. 100 du rendement a la tem- 
pérature optimale. Les températures basses inhibant elles aussi 
le développement viral, la sensibilité du développement viral 4 la 
température devrait étre définie, en fait, par les deux tempéra- 
tures, supérieure et inférieure & optimum, qui donnent lieu a une 
diminution de rendement de 90 p. 100. 


(1) Depuis la publication du travail (Lwoff [5]), ou a été décrit l’effet 
de la réaction acide du milieu sur le développement du poliovirus, nous 
avons pris connaissance d’un mémoire de Gifford, Robertson et 
Syverton [4] qui nous avait échappé. Ces auteurs montrent qu’a 
pH 6,6-6,7, le rendement en virions est diminué. Malheureusement, les 
titrages de virus ont été pratiqués aprés vingt-quatre heures, c’est- 
a-dire vraisemblablement aprés deux ou peut-étre trois cycles de mul- 
tiplication. I] est donc impossible de traduire les valeurs données par 
Gifford et ses collaborateurs en pourcentage d’inhibition en fonction 
du pH. 
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Or, il se trouve que le rt du poliovirus peut étre modifié par 
des mutations et varier, par exemple, de 37°3 a 40°8, selon que 
les mutants ont été sélectionnés & 25° ou a 41°. Encore ne s’agit-il 
certainement pas la de valeurs limites extrémes [8, 5, 2]. On 
ignore tout, pour le moment, de la valeur du changement de rt 
gouverné par une seule étape mutationnelle. Il est d’ailleurs théo- 
riquement possible que cette valeur ne soit pas la méme pour 
toutes les mutations. Quelle que soit l’étendue de notre ignorance, 
il est probable que, pour le poliovirus du type I, le passage d’un 
extréme a |’autre implique un nombre relativement élevé de muta- 
tions, disons de 10 a 15 pour fixer les idées. 

Les systemes de nomenclature couramment utilisés comportent 
seulement trois valeurs : T+, T+ et T—, ou bien T+, Ti (i pour 
intermédiaire) et T —, ou encore ret40+, rct40+, rct40 — [voir 4]. 
Cette notation correspond a l’interprétation des résultats d’un 
test rapide. On infecte des cultures de cellules avec une quantité 
donnée de virus. Les unes sont maintenues a 36°, les autres a 40°. 
Les cellules témoins a 36° sont détruites « rapidement » par suite 
de la multiplication virale et l’on suit comparativement le sort 
de celles qui sont placées 4 40°. 'La souche de virus sera qualifiée 
de rct40+ si les celulles sont détruites « assez rapidement », de 
40+ si la destruction est « lente » et de 40 — si aucune lésion 
cellulaire n’est observée aprés un nombre de jours déterminé. I] 
est certain que ce type de test donne une indication sur la thermo- 
sensibilité du développement viral et offre l’avantage de per- 
mettre l’échantillonnage rapide de nombreuses souches. Son 
utilité ne saurait done étre contestée. Il faut cependant attirer 
Vattention sur quelques aspects de son interprétation. 

On peut voir affirmer que des souches étiquetées Tt ou T — 
sont virulentes pour le macaque. Si une souche est virulente pour 
le macaque, elle doit nécessairement se multiplier 4 la tempéra- 
ture de cet animal. Or, celle-ci varie de 39 a 40°. Il n’y a certes 
aucun inconvénient 4 ce qu’une souche capable de se multiplier 
entre 39 et 40° soit qualifiée de T+ ou de T—. Du strict point 
de vue qui nous intéresse, cela veut dire, cependant, que le sys- 
téme de notation utilisé ne posséde pas de signification bien 
précise. 

Il faut ajouter aussi que les tests sont parfois effectués dans 
des étuves dont la température, aux dires des auteurs, varie de 
+ 0°5 C. Il suffit de considérer les courbes de développement viral 
en fonction de la température pour constater qu’une différence de 
0°5 C entraine, au voisinage des températures limites supérieures, 
une différence marquée du rendement. Le résultat des tests effec- 
tués dans une telle étuve dépendra donc, en partie, du temps 
durant lequel celle-ci sera restée 4 39°5, 40° ou 40°S. On ne sau- 
rait trop recommander l'utilisation de bains-marie munis de régu- 


316 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lateurs sensibles et dont les variations dans un sens ou dans 
l'autre ne dépassent pas le dixiéme ou si possible le vingtiéme de 
degré. 

Il existe certes des températures oti le développement viral est 
négligeable, ce qui justifie la notation absolue. Cependant, bien 
souvent les signés +, + ou — correspondent a des pourcentages 
du rendement optimal indéterminés et qui peuvent étre compris 
entre 100 et 0,01. De l’examen des vitesses de destruction des 
cellules, on ne saurait tirer que des données fort approximatives 
sur le degré réel de thermosensibilité du développement d’un virus. 

Tant qu’il s’agit de se faire une idée plus ou moins vague des 
réactions d’un virus a la température, cela, encore une fois, n’a 
pas une importance majeure. Lorsque, cependant, on désire 
établir des relations entre thermosensibilité du développement 
viral et neurovirulence, il convient de connaitre exactement le 
pourcentage de l’inhibition correspondant a une température 
déterminée, et déterminée avec une suffisante précision. 

Si on veut que le marqueur « thermosensibilité du dévelop- 
pement viral » serve utilement pour |’établissement des relations 
entre des caractéres physiologiques d’un virus et son activité 
pathogeéne, il est nécessaire de lui conférer une certaine rigueur. 
La génétique physiologique des virus ne soulffre pas encore d’un 
excés de données quantitatives : c’est pourquoi nous avons pro- 
posé et proposons a nouveau de définir le marqueur thermo- 
sensibilité du développement viral par la température supérieure 
a l’optimum qui diminue le rendement en virions de 90 p. 100. 


RESUME. 


Les techniques utilisées pour la détermination de la thermo- 
sensibilité du développement viral sont discutées ainsi que les 
diverses notations en usage. Le sigle rt, qui correspond Aa la tem- 
pérature au-dessus de l’optimum & laquelle le rendement, mesuré 
au cours d’une expérience a cycle unique, est diminué de 90 p. 100, 
est proposé pour exprimer la thermosensibilité du développement 
viral. 

SUMMARY 


METHOLOGICAL REMARKS ABOUT THERMAL SENSITIVITY OF VIRAL 
DEVELOPMENT. 


The techniques utilized for the determination of thermo-sensi- 
tivity of viral development are discussed so as the various systems 
of nomenclature. The sigla rt corresponding to the temperature 
above the optimum at which the yield measured during a one step 
growth cycle is decreased by 90 ‘/, is proposed to express the 
thermosensitivity of viral development. 
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REPONSE SEROLOGIQUE 
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A LA VACCINATION ANTI-POLIOMYELITIQUE 
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On connait bien les brillants résultats des vastes campagnes de 
vaccination anti-poliomyélitique réalisées dans le but d’abolir, ou 
tout au moins de limiter, les formes paralytiques de la maladie. 


Deux méthodes prophylactiques principales sont actuellement 
employées. La premiére consiste en l’inoculation parentérale de 
Yantigéne viral, c’est-a-dire de virus dévitalisé par des procédés 
chimiques ou physiques (virus inactivé); la deuxiéme comporte 
Vadministration orale de virus vivants, mais atténués, c’est-a-dire 
encore capables d’infecter l'appareil digestif, mais privés de leur 
dangereux neurotropisme (virus atténués). : 

La vaccination par le vaccin inactivé offre l’avantage d’une 
innocuité certaine, ainsi que celui de rendre possible le dosage 
exact de leffet antigénique aboutissant au résultat immunisant 
désiré. Cette méthode est assez compliquée et exige la répétition 
périodique de la stimulation pour que les avantages obtenus ne 
soient pas perdus. En outre, tout en provoquant l’apparition des 
anticorps sériques spécifiques ou l’augmentation de ceux qui 
existent déja, elle n’empéche pas les virus naturels de se multiplier 
dans l'appareil digestif, ce qui la rend inapte a prévenir la diffu- 
sion des souches poliomyélitiques sauvages. 

L’administration orale de virus atténués, aujourd’hui possible 
avec une seule dose trivalente, offrirait l’avantage non seulement 
d'une défense sérique, mais aussi d’une immunité de degré 
variable de la muqueuse digestive. Bien que des expériences trés 


(*) Manuscrit recu le 8 mai 1961. 
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nombreuses plaident en faveur de l’innocuité des vaccins atténués, 
il reste encore quelques légitimes réserves. On craint que le virus 
atténué, éliminé par les vaccinés avec les selles et diffusé en 
chaine chez les sujets sensibles, puisse récupérer une neuro- 
virulence capable d’en faire un agent morbide. 


En outre, il est théoriquement impossible de prévoir quelle sera, 
dans chaque individu, la réponse immunitaire ; ceci notamment 
en raison du réole compétitif des entérovirus éventuellement pré- 
existants dans l’intestin, sur la croissance et la multiplication des 
souches-vaccins. I] y a la un élément impondérable, a savoir : la 
diffusion naturelle des entérovirus, si fréquente pendant les mois 
chauds, méme dans nos climats, qui pourrait faire échouer .une 
campagne de vaccination, ou, tout au moins, en diminuer beau- 
coup le succes. ; 


Quoique une observation prolongée soit nécessaire pour confir- 
mer la durée des avantages immédiats que la prophylaxie par 
vaccins vivants semble réaliser, il faut cependant lui reconnaitre 
une haute capacité immunisante et une évidente innocuité pour 
les vaccinés et pour leurs contacts. D’autre part, qu'il s’agisse 
soit d’un vaccin inactivé, soit d’un vaccin atténué, on ne peut 
manquer de prévoir des perfectionnements dans un futur immédiat. 


Naturellement, quel que soit le type de vaccin, la protection 
offerte ne peut étre considérée comme absolue. Elle est condi- 
tionnée par plusieurs facteurs, vraisemblablement identiques a 
ceux qui jouent un réle dans les autres vaccinations, A savoir : 
précédentes expériences immunologiques, puissance du vaccin et 
quantité introduite, aptitude du sujet a répondre par des anti- 
corps a la stimulation antigénique, importance et durée de cette 
réponse, importance des moyens de défense spécifiques et aspéci- 
fiques non en relation avec des anticorps connus, 


Les vaccins anti-poliomyélitiques 4 virus atténués actuels sont 
préparés avec les souches Koprowski, Sabin ou Cox. 


Dans nos expériences sur petite échelle nous avons donné la 
préférence au vaccin trivalent oral de Cox, qui, étant administré 
en une dose unique, posséde les caractéristiques idéales pour 
déclencher le processus dit « Blitzkrieg » contre les formes para- 
lytiques de la poliomyélite. 

Les campagnes menées avec les souches employées par Cox, 
campagnes dont les résultats garantissent l’innocuité et la valeur 
immunogénique des souches en cause, ont été réalisées surtout 
dans l’Amérique centrale et méridionale. Récemment, Roca Garcia 
et coll. [27] ont résumé ainsi leurs expériences : la vaccination 
de 133 000 enfants en Colombie et de 325000 en Uruguay en 
1958-1959 n’a donné lieu a aucun accident attribuable au vaccin 
et Yon a vu diminuer la morbidité poliomyélitique. 
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En février 1961, lors d’une conversation avec Vargas-Mendez 
nous avons entendu répéter que Je vaccin trivalent oral de Cox 
s’était montré inoffensif chez les 370000 enfants auxquels il avait 
été administré au Costa-Rica (sur un million d’habitants) et que, 
a la suite de la vaccination, la maladie paralytique avait subi une 
régression trés nette. Actuellement, au Costa-Rica, on vaccine 
les nouveau-nés et on répéte la vaccination au troisiéme mois. 


Les résultats sérologiques sont mis en évidence par des 
recherches de Cox [7]: chez 1 416 personnes qui avaient recu le 
vaccin trivalent, on a remarqué une conversion des séro-négati- 
vités de 91 a 100 p. 100 pour le type I, de 68 a 75 p. 100 pour 
le type II, de 93 4 97 p. 100 pour le type III. 

Sur un total de 948 sujets séro-négatifs, 896 (94,5 p. 100) ont 
répondu par la formation d’anticorps au traitement par trois 
ampoules de vaccin inactivé de Salk ; les 52 autres sont devenus 
séro-positifs a la suite de la vaccination orale. 


Les expériences italiennes avec les vaccins vivants et atténués 
sont trés limitées et elles consistent seulement en des expériences 
réalisées par Giovanardi [47] et par d’ Alessandro [2] avec le vaccin 
Sabin et en d’autres de Petrilli [24], de l’école de Frontali [22] 
et de notre école avec le vaccin Cox. 


Nous allons rapporter briévement nos expériences a ce sujet. 


RECHERCHES PERSONNELLES. 


Pendant l’hiver 1960 nous avons vacciné par le vaccin oral tri- 
valent de Cox (titre 10°’ DICT,, pour chaque dose et pour chaque 
type) 16 volontaires sains adultes appartenant 4 la population de 
Rome et 80 enfants d’A4ge compris entre 1 et 12 ans, appartenant 
& une maison de convalescence de la province de Rome. Les 
enfants, non fébriles, étaient convalescents de formes ostéo-arti- 
culaires ou lymphatiques de tuberculose et tous avaient recu depuis 
quelques mois la deuxiéme ou la troisiéme dose de vaccin inactivé 
type Salk. 

Les échantillons de sérum pour la recherche des anticorps neu- 
tralisant les virus pollomyélitiques ont été prélevés immédiatement 
avant ingestion du vaccin et vingt-quatre, quarante ou soixante 
jours aprés, et conservés a — 30° jusqu’a ce que tous fussent 
recueillis. De cette facon, on a pu faire simultanément le dosage 
des anticorps dans les différents échantillons de chaque sujet. Les 
anticorps neutralisants ont été titrés vis-a-vis de 100 DICT,, de 
chacun des trois types de poliovirus sur cultures de premiére 
explantation de cellules rénales de M. rhesus en tubes station- 
naires. Pour sensibiliser la réaction, Vincubation du mélange 
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sérum-virus a été prolongée pendant six heures a 37° C et ensuite 
pendant dix-huit heures a 4° C. 


Les titres sont exprimés par l’inverse de la dilution du sérum 
dans le mélange sérum-virus capable de protéger 50 p. 100 des 
tubes de cultures cellulaires. Chaque lot de neutralisations a été 
accompagné des contrdles usuels. 

Un échantillon de selles était pris immédiatement avant la vac- 
cination et un deuxiéme de vingt-deux a vingt-cing jours aprés 
celle-ci et tenu a — 30° C jusqu’au moment de V’inoculer, ce qui 
était réalisé avec les précautions nécessaires, en tubes de cultures 
de cellules rénales de M. rhesus pour la recherche d’agents cyto- 
pathogénes. 

Tous les vaccinés ont fait l'objet d’examens cliniques assidus 
pendant au moins deux mois. 


RESULTATS. 


L’état immunitaire de 32 enfants et de 10 adultes étudié avant 
et aprés la vaccination est représenté séparément pour les trois 
types de poliovirus dans les tableaux, ot les résultats sérologiques 
aprés la vaccination sont exprimés par le titre maximum atteint 
dans les trois échantillons pris respectivement environ le vingt- 
quatriéme, le quaranti¢me et le soixantiéme jour aprés la vacci- 
nation. 

Les recherches préliminaires ont révélé, chez les 32 enfants étu- 
diés, la présence de 8 sujets avec triple négativité, tandis que chez 
les 24 autres enfants et chez les 10 adultes il y avait immunisation 
soit envers un, soit envers deux, soit envers les trois types de 
poliovirus. 

Apres la vaccination on a remarqué : 

+ Chez les enfants: 

a) Réduction des triples négativités de huit a une. 

b) Réduction des séro-négativités pour le type I de dix a trois 
(indice de conversion, 70,0 p. 100), pour le type II de treize a six 
(indice de conversion, 53,9 p. 100), pour le type HI de douze a 
deux (indice de conversion, 83,4 p. 100). 

c) Augmentation au moins quadruple du titre des anticorps 
(y compris les sujets qui étaient d’abord séro-négatifs) dans 
50 p. 100 des cas pour le type I, dans 40,0 p. 100 pour le type II 
et dans 68,7 p. 100 pour le type III. 

d) La moyenne géométrique du titre des anticorps a varié de 
la facon suivante : pour le type I de 13,2 avant la vaccination a 
101,6 aprés la vaccination, pour le type II de 10,6 4 52,7, pour 
le type III de 13,5 a 139,6. 
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Tanueau I. — Résultats sérologiques chez les enfants avant et aprés 


vaccination. 
Type 1 TYPE II Type III 
TITRE 
avant apres avant apres ayant apres 

See CEU ary Beye DOE 2 I 4 
TO 24s vere mena « 4 6 I I z 7 
LSID sean ig eel. 2D 6 3 7 3 4 
PAO a queen cia Whe I 4 I 4 I 3 
TQS ns a2 Sterna I 3 2 2 2 
OA racy soiree I 2 4 2 3 
SS A SaTOTST 3 6 3 5 4 5 
Om weuarieharaiests 5 2 I 3 2 

Suiiyerove tenaweps re 2 2 I Fd 

sd eens oias tke 4 2 3 I 2 
PSUs seb ae Io 3 13 6 12 2 


Résultats des épreuves de neutralisation exprimés par l'inverse de la dilution du 
sérum dans le mélange sérum-virus capable de protéger 50 p. 100 des tubes de 


culture. 
Tasreau I]. — Résultats sérologiques chez les adultes avant et aprés 
vaccination. 
TypE I {teh inte Typx Lil 
TITRE 
avant aprés avant aprés avant apres 
SSPTOL A) cance fafa 

MOZA GA Sena I I I I 
SUR acysteets aN I I 4 
DisOreame tens n> I 2 2 
$23) Meeeeg de ays I I I 2, 

CPUS nce dae 2 I a 

Ce cits Bian he I 2 2 I I 
TD Opaupirens el creas 3 3 I I 

Ooinars haere I I 2 I 

Riss oeeche ee vene 2 2 I I 

RE WA aciasiay Santana I I 3 I 


Résultats des épreuves de neutralisation exprimés par l’inverse de la dilution du 
sérum dans le mélange sérum-virus capable de protéger 50 p. 100 des tubes de 
culture. 
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2° Chez les adultes : 


a) Persistance de l’unique séro-négativité pour le type I existant 
avant la vaccination : réduction des séro-négativités pour le type II 
de 3 a 2, disparition de lunique séro-négativité présente pour le 
type III. 

b) Augmentation au moins quadruple du titre d’anticorps (y com- 
pris les sujets qui étaient d’abord séro-négatifs) dans 40 p. 100 des 
cas pour le type I, dans 20,0 p. 100 pour le type II, dans 40,0 p. 100 
pour le type III. 


c) La moyenne géométrique du titre des anticorps a varié pour 


le type I de 17,2 avant la vaccination & 55,7 aprés la vaccination, 
pour le type II de 9,2 a 19,7, pour le type III de 45,3 a 236,0. 


DiIscussioN £T CONCLUSIONS. 


I] faut noter tout d’abord que la recherche ‘s’est réalisée dans 
des conditions permettant une évaluation précise des résultats séro- 
logiques, puisque un seul des vaccinés a éliminé un agent cyto- 
pathogéne au moment de la vaccination. 

D’accord avec ce que la plupart des auteurs affirment, on a 
obtenu généralement une réponse sérologique efficace et une 
conversion élevée des séro-négativités [4, 3, 4, 6, 8, 9, 40, 44, 
13, 14, 18, 19, 20, 24, 25, 35}. 

Méme si l’évaluation de l’efficacité de la vaccination reste fon- 
damentalement basée sur |’incidence comparée de la poliomyélite 
sur des groupes de population traités et non traités suffisamment 
nombreux, il faut reconnaitre aussi la grande importance de |’ana- 
lyse de la réponse sérologique en anticorps neutralisants capables 
de participer a la protection de l’organisme contre les localisa- 
tions pathogénes du virus poliomyélitique. 

L’ acquisition ou augmentation des anticorps a été plus grande 
pour Je type III et le type I (par ordre décroissant), que pour 
le type II, tant en ce qui concerne les taux d’anticorps atteints 
que les pourcentages des sujets qui ont réagi. 

Les enfants ont mieux répondu que les adultes, probablement 
en relation avec la récente sensibilisation par la deuxiéme ou la 
troisiéme ampoule de vaccin formolé. 

A ce propos, il faut noter que le vaccin Salk n’exerce aucune 
action préjudiciable a Vinstallation des souches-vaccins dans 
Vintestin [15, 28]. 

L’importance de la réponse immunitaire obtenue chez les enfants 
peut étre due, en partie, a l’affection tuberculeuse dont ils étaient 
convalescents, puisque l’on a démontré |’aptitude des tuberculeux 
a réagir aux antigénes poliomyélitiques (Brown [5)). 
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Conformément a ce qu’ont rapporté les auteurs cités, aucun des 
yaccinés n’a eu a souffrir d’inconvénients attribuables au vaccin. 

En conclusion, la présente expérience, quoique limitée a un 
pelit nombre de cas, nous a permis de confirmer V’innocuité et 
lefficacité immunogénique du vaccin trivalent oral de Cox a virus 
vivants et atténués. Quoique l’habitude courante nous conseille 
de réaliser les vaccinations quand les sujets sont en état de parfaite 
santé, d’aprés notre expérience la vaccination d’enfants conva- 
lescents de formes tuberculeuses soit ostéo-articulaires soit lym- 
phatiques, n’a donné lieu a aucun inconvénient. Comme la majorité 
des autres auteurs, nous avons constaté une activité antigénique 
plus grande pour les souches de Cox III et I (par ordre décroissant) 
que pour la souche II. 


Un des échecs de la vaccination, peut-étre le seul, est attri- 
buable a la présence dans le tractus digestif d’un agent cytopatho- 
géne. Quant aux autres échecs, pour lesquels on n’a pas toujours 
constaté de relation nette avec les taux initiaux d’anticorps, on 
peut les attribuer a une immunité locale de la muqueuse digestive, 
immunité locale consécutive 4 des contacts précédents de cette 
muqueuse avec des poliovirus naturels (Fox (415], Sabin [29)). 

Nous croyons, cependant, que J intérét principal de notre 
recherche réside dans le fait que, avant d’employer sur une vaste 
échelle les vaccins anti-poliomyélitiques 4 virus vivants et atténués, 
il faut étudier la situation épidémiologique qui prévaut localement. 
Il en découle que les expériences doivent étre réalisées d’abord 
en plusieurs zones pilotes, dans le but d’en tirer les renseignements 
nécessaires et suffisants pour diriger l’application massive ulté- 
rieure. 

RESUME. ; 

Les auteurs exposent les résultats sérologiques (titrage des anti- 
corps neutralisant les trois types de poliovirus) obtenus sur un 
groupe d’enfants et d’adultes avant et aprés vaccination orale avec 
le vaccin anti-pollomyélitique trivalent de Cox. 


SUMMARY 


SEROLOGICAL RESPONSE OF CHILDREN AND ADULTS 
TO ANTIPOLIO IMMUNIZATION BY MEANS OF Cox’ ORAL 
TRIVALENT VACCINE. 


The authors report the serological results (titration of neutra- 
lizing antibodies of the three types of poliovirus) obtained in chil- 
dren and adults before and after oral immunization by means of 
Cox’ trivalent antipolio vaccine. 
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MODIFICATIONS 
DE LA REACTIVITE DU LAPIN (ALLERGIE”) 
DETERMINEES 
PAR LES INOCULATIONS SOUS-CUTANEES 
DE STREPTOCOCCUS PYOGENES (GROUPE A) 


Il. — EFFET DES REINOCULATIONS PRATIQUEES 
APRES L’APPARITION DE LA REACTIVITE CUTANEE(’) 


par R. WAHL et M™° G. DRACH (**). 


(Institut Pasteur) 


Nous avons vu, dans la premiére partie de ce travail (1), que 
Vinoculation de streptocoques vivants du groupe A (Streptococ- 
cus pyogenes) déterminait des lésions locales au point d’inocula- 
tion et une série de modifications de l’organisme que l’on pour- 
rait réunir sous le nom de modifications secondaires (Wahl et 
Drach {44)). 


Parmi celles-ci figurent les réactions particuliéres aux réino- 
culations que nous allons maintenant étudier. 


Nous allons voir que les réinoculations pratiquées apres l’ appa- 
rition de la réactivité cutanée ont des effets différents de ceux 
que produisent les primo-inoculations et apportent a l'état de 
Vanimal de nouvelles modifications. 


En effet, les lapins répondent généralement 4 la nouvelle ino- 
culation autrement que les lapins neufs, aux points de vue de 
la réaction locale, de la réactivité cutanée et des réactions géné- 
rales. Ces réinoculations doivent étre bien distinguées des inocu- 


(*) Ce travail a été fait avec l’aide d’une subvention de la Fondation 
Waksman pour le Développement des Etudes Microbiologiques en 
France. 

(**) Manuscrit recu le 12 mai 1961. 

(1) On voudra bien s’y reporter pour la description du matériel et 
des méthodes. 
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lations répétées avant Vapparition de la réactivité cutanée dont 
effet, absolument différent, a été décrit dans le mémoire préce- 
dent [44]. Nous réserverons done désormais le terme de réinocu- 
lations a celles qui sont pratiquées apres l’apparition de la réac- 
tivité cutanée. 

Les diverses conséquences de la réinoculation varient d’ailleurs 
avec le mode d’allergisation (virulence de la souche de primo- 
inoculation, injections unique ou répétées etc.), avec la réactivité 
cutanée du lapin au moment de la réinoculation (réactivité cutanée 
confirmée ou déclinante ou plus ou moins négativée), avec la 
virulence de la souche de réinoculation, enfin avec la dose de 
réinoculation. De plus, nous verrons qu’il existe un lien entre 
la réaction locale, les modifications de la réactivité cutanée et les 
accidents généraux provoqués par les réinoculations. En parti- 
culier, ce lien est démontré par le fait que le plus souvent on 
observe une des deux éventualités suivantes : ou bien un abces 
au point d’inoculation avec persistance de la réactivité cutanée 
(ou réapparition de celle-ci) et absence de réaction générale, ou 
bien une absence de réaction au point d’inoculation et la dispari- 
tion (ou la non-réapparition) de la réactivité cutanée et une réac- 
tion générale. 

Nous décrirons successivement les réactions locales, les modi- 
fications de la réactivité cutanée et les réactions générales aux 
réinoculations et leurs diverses modalités. 


I. — R&acTIONS LOCALES AUX REINOCULATIONS. 


Les caractéres et l’intensité des réactions locales dépendent 
dans une certaine mesure de l’existence de la réactivité cutanée 
et de son degré, et sont en relation avec les modifications de la 
réactivité cutanée provoquées par la réinoculation. 

De plus, répétons-le, les réactions locales et générales s’excluent 
mutuellement dans une large mesure. 


1° REACTION LOCALE A LA REINOCULATION CHEZ LES ANIMAUX AYANT 


ETE INOCULES AVEC LA SOUCHE S. I., PEU VIRULENTE, ET REINOCULES 
AVEC LA MEME SOUCHE. 


Les réactions locales peuvent étre de quatre types différents, 


qui sont liés, dans une certaine mesure, au type de réactivité 
cutanée. 


a) Le plus souvent, l’abcés de réinoculation est torpide et bien 
délimité, ferme arrondi, évoluant lentement (il persiste parfois 
cing & six mois). Il se résorbe presque toujours sans se fistuliser 
(n°* 4, 12, 5, 2, fig. 1). Cette évolution est observée en cas de 
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réactivité cutanée moyenne. Elle n’est pas en relation directe 
avec la dose de réinoculation ni avec les réactions locales et 
générales qui accompagnent cet abcés. Mais la taille de l’abcés 
dépend de la dose ; en particulier, si la dose de réinoculation est 
trés petite, l’abcés est minuscule. 


b) Parfois se développe un abcés extensif, avec des prolon- 
gements et des abcés secondaires. Ces abcés extensifs ont été 
observés chez deux catégories de lapins : 


a) La premiére catégorie comprend des lapins (n° 1, fig. 1; 
27, fig. 2; 31, fig. 3) ayant recu des réinoculations de différentes 
souches et qui avaient, a la suite d’une réinoculation de la souche 
virulente S II, perdu leur réactivité cutanée (voir plus loin). Ces 
lapins étaient cachectiques. Ils ont présenté des abcés tardifs a 
évolution trés lente qui peuvent apparaitre encore six mois aprés 
la derniére réinoculation. La réactivité cutanée reste nulle pen- 
dant l’évolution de ces abcés. Ils poussent de nombreux prolon- 
gements, parfois terminés par un petit abcés, et ils s’entourent 
souvent de petits abcés satellites lesquels se fistulisent rarement. 
On observe, chez les mémes animaux, des abcés a distance, par- 
fois trés éloignés du point d’inoculation, parfois nombreux, par- 
fois eux-mémes trés étendus et se fistulisant plus souvent. Un 
de ces abcés (de petite taille) a été excisé. Il avait les mémes 
caractéres anatomo-pathologiques que les abcés de primo-ino- 
culation. 


B) ‘La deuxiéme catégorie comprend des lapins (n® 2, 3, 4, et 
10, fig. 1) qui avaient recu des réinoculations de souches moins 
virulentes. Au moment de la réinoculation qui a provoqué l’abcés 
extensif, le n° 3 et le n° 4 avaient encore une forte réactivité 
cutanée, le n° 2 et le n° 10 avaient perdu leur réactivité cutanée, 
mais récemment. 


Mais le fait important est que l’évolution de ces abcés a coin- 
cidé avec une augmentation de la réactivité cutanée ou avec une 
réapparition de celle-ci. Ces abcés avaient une évolution plus 
rapide que dans les cas précédents, les nodules satellites étaient 
presque toujours voisins de l’abcés initial et moins nombreux. 
Ils se résorbaient assez rapidement, sans se fistuliser. Un de ces 
nodules a été également excisé et avait le méme aspect que 
Vabcés d’inoculation. 


c) Enfin, on observe plus rarement des abcés a évolution accé- 
lérée. Ils étaient collectés en trois a cing jours, se fistulisaient rapi- 
dement, puis se cicatrisaient le 15° jour. Cette évolution ressemble 
a celle de certains abcés provoqués par une primo-inoculation 
d’une dose moyenne de la souche S. II a l’état trés virulent. Elle 
a été observée chez trois lapins [n* 6, 12 et 18 (fig. 1)], dont deux 
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avaient une réactivité cutanée forte et récente et le troisiéme une 
réactivité cutanée moyenne et assez ancienne. Cette réaction locale 
particuligre ressemble au phénoméne de Koch; cependant elle 
est moins nécrotique. 


d) Réaction locale inflammatoire passagére sans abcés. L’abces 
n’a manqué que chez deux lapins inoculés et réinoculés avec de 
petites doses. 


Le n° $3 (fig. 3), qui avait eu un abcés a la primo-inoculation de 
D. 1/10 de S. I a fait a la réinoculation de D. 1/5 un érythéme et une 
petite infiltration qui a duré deux jours. 


Le n° 34, qui n’avait pas eu d’abcés & la primo-inoculation, a fait 
la méme réaction a la réinoculation. 


2° REACTION LOCALE A LA REINOCULATION AVEC UNE SOUCHE PLUS 
VIRULENTE QUE LA SOUCHE DE PRIMO-INOCULATION. 


Dans un cas, la souche de réinoculation (souche S. II passée 
par souris) était beaucoup plus virulente que Ja souche de primo- 
inoculation (souche S. J). 


La dose était la méme que pour l’inoculation allergisante. Un 
abcés volumineux extensif entouré de petits abcés satellites s’est 
produit. La méme dose de la méme souche injectée en méme 


x 


temps a un lapin neuf du méme poids I’a tué en 36 h. 


Il faudrait répéter cette expérience qui, si ce résultat était 
confirmé, indiquerait une certaine immunisation des lapins « aller- 
gisés ». 


LEGENDE DES DIAGRAMMES t 

Les diagrammes indiquent l’évolution de l’allergie cutanée, des abcés et du poids 
chez les animaux inoculés et réinoculés. 

En abscisse, le temps, compté en semaines ; en ordonnée, I’intensité de la réaction, 
indiquée par des croix. 

Les lignes renforeées sur l’axe des abscisses correspondent aux périodes pendant 
lesquelles la réaction cutanée est négative. 

Les inoculations et réinoculations sont indiquées par des fléches verticales situées 
au-dessous de l'axe des abscisses et accompagnées du numéro de la souche inoculée 
(en chiffres romains) et de Vindication de la dose (en chiffres arabes) [voir [44]. 
Presque toutes les inoculations ont été faites par voie sous-cutanée. Dans le cas 
d'inoculations intradermiques de germes vivants la fléche est accompagnée des 
imitiales i. d. Les inoculations intradermiques de germes broyés sont indiquées par 
le mot : broyat. 

Les variations de poids sont indiquées par des flaches tracées au-dessus de l’axe 
des abscisses. Ces fléches sont dirigées yers le haut ou vers le bas, suivant qu’i] 
s'agit d’augmentation ou de diminution de poids. 

Chaque abcés est indiqué par un trait paralléle & laxe des abscisses, trait dont la 
longeur correspond & la durée de l’abcés. 
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Il. — EFrret DES REINOCULATIONS SUR LA REACTIVITE CUTANEE. 


L’effet des réinoculations sur la réactivité cutanée est différent 
suivant qu’elles sont faites quand la réaction cutanée est encore 
positive ou quand elle est devenue négative. 


1° Cas DE LA REINOCULATION PENDANT LA PERIODE DE REACTIVITE 
CUTANEE POSITIVE. 


Les réactions ont été différentes suivant la dose réinoculée. 


a) Quand la dose réinoculée était inférieure a la dose « allergi- 
sante », la réactivité cutanée était peu modifiée. Elle a paru lége- 
rement renforcée dans deux cas et diminuée dans un cas. II n’y 
a pas eu d’accidents généraux. 


La réactivité cutanée a paru renforcée chez les n° 4 et 5 (fig. 1) 
(de 4 a5 kg) « allergisés » par D. 1/1 de S.I. Ils ont été réinoculés 
avec D. 1/10 de la méme souche, le 21° jour alors que la réactivité 
cutanée était +. Elle est montée 4 +++ quinze jours aprés et 4 ++ 
trente jours aprés. Comme la réactivité cutanée n’est souvent pas au 
maximum le 21° jour, on ne peut affirmer que la réinoculation l’ait 
renforcée. La réactivité cutanée s’est maintenue & ++ chez le n° 5 
pendant huit mois et chez le n° 4 pendant six mois. Le n° 4, a ce 
moment, a été réinoculé avec D. 1/1 de S.II (virulente) qui l’a fait 
monter 4 ++++ pendant quinze jours ; puis la réactivité cutanée est 
devenue nulle. 

Au contraire, chez le n° 8 dont la réactivité cutanée était trés forte, 
celle-ci a diminué aprés la réinoculation. Ce lapin, aprés primo-ino- 
culation de D. 1/1 de S.I, a été réinoculé avec D. 1/10 de S. III. Sa 
réactivité cutanée a baissé de +++ A + la semaine suivante et elle 
était nulle quinze jours aprés la réinoculation. 


b) Quand la dose réinoculée était égale ou supérieure a la dose 
« allergisante » la réactivité cutanée était souvent négativée. Dans 
ces cas éclatent souvent des accidents généraux graves. Nous les 
décrirons plus loin. 

Nous indiquerons seulement ici les cas plus rares ot il n’y 
a pas eu d’accidents généraux ; il s’agissait surtout de réinocula- 
tions espacées. La plupart du temps la réactivité cutanée n’était 
pas négativée. 


Le n° 2 (fig. 1), « allergisé » par trois injections de S. II (la derniére 
de D. 1/1), a été réinoculé le 70° jour par D. 1/1 de la souche S. I. La 
réactivité cutanée qui était 4 +++ n’a pas changé aprés cette réinocu- 
lation. Ultérieurement la réactivité cutanée est devenue spontanément 
négative. Comme on le verra plus loin, elle a reparu aprés une nou- 
velle réinoculation. Une troisitme réinoculation de D. 1/1 a été faite 
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le 250° jour, alors que la réactivité cutanée était +. Elle a remonté a 
++ pendant deux semaines; elle persistait A + le 350° jour au 
moment de la mort du lapin par pasteurellose. 


Le n° 4 (fig. 1), a été réinoculé le 160° jour avec D. 1/1 d’une culture 
de cing heures (2) de la souche S. II A 1’état trés virulent (alors qu’il 
avait encore une réactivité cutanée de ++). Cette réinoculation a 
renforcé la réactivité cutanée 4 ++-+4+ (il est remarquable qu’un 
lapin neuf inoculé en méme temps avec la méme souche a succombé). 

Le renforcement a été constaté le 170* jour, mais il a peu duré. La 
réactivité cutanée était tombée & + le 190° jour et elle était nulle a 
partir du 200° jour. Nous verrons que la réactivité cutanée a reparu 
chez ce lapin aprés de nouvelles réinoculations. 


Le n° 12 (fig. 1), a recu en primo-inoculation D. 1/10 de S.I. Il a 
été réinoculé le 147* jour avec D.1/100 et une semaine plus tard 
avec D. 1/10, toujours de S.1. Le 170° jour la réactivité cutanée était 
a ++. Une troisiéme réinoculation le 176* jour l’a fait monter Aa 
+++. Elle s’y est maintenue pendant quatre-vingts jours. 


Le n° 6 (fig. 1) a recu en primo-inoculation D.1/1 de 8.1. La réac- 
tivité cutanée était encore ++ six mois aprés. Il a recu D. 1/100 le 
189° jour et D. 1/1 quinze jours aprés, ce qui fait passagérement bais- 
ser la réactivité cutanée 4a + ; celle-ci est remontée 4 ++, quatre 
semaines aprés la réinoculation. 


Dans deux cas seulement la réactivité cutanée a été négativée 
sans accidents généraux : 


Les n°® 81 et 82 (fig. 3). qui avaient toujours eu une réactivité 
cutanée faible, ont été réinoculés le 42° jour avec D. 2/1 (S.1) pour 
le n° 32 et D. 1/1 pour le n° 31, ce qui a négativé la réactivité cutanée. 


2° CAS DE LA REINOCULATION FAITE APRES DISPARITION DE LA REAC- 
TIVITE CUTANEE. 


Dans ces cas nous nous trouvons devant une alternative : ou 
bien les réinoculations font réapparaitre la réactivité cutanée et 
sont bien supportées, ou bien elles ne la font pas réapparaitre et 
elles produisent des réactions générales graves. Cela dépend en 
grande partie de la dose réinoculée, mais le second cas est le plus 
fréquent. 


a) La réapparition de la réactivité cutanée a été observée aprés 
réinoculation d’une dose généralement inférieure a la dose de 
primo-inoculation. Il y a cependant des cas ow la réinoculation 
avec une dose égale a celle de la primo-inoculation a produit le 


méme effet. 


(2) Les cultures de cing heures sont plus virulentes que les cultures 
de dix-huit heures. 
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Le lapin n° 2 [5 kg] (fig. 1) a recu le 220° jour une 2° réinoculation 
de D. 1/10, alors que la réactivité cutanée était négative. Elle a reparu : 
elle était + la semaine suivante et + ume semaine aprés. Une troi- 
siéme réinoculation de D.1/1, dont nous avons parlé précédemment, 
a été faite. 


Chez le lapin n° 10 (1,5 kg A la premiére inoculation) (fig.1) la 
réactivité cutanée est restée positive jusqu’au 120° jour 4 ++, et 
elle est tombée le 130° jour A +. Elle a disparu le 140° jour. Une réino- 
culation de D. 1/10, le 170° jour, a fait réapparaitre la réactivité cutanée 
et cette réactivité persistait encore 4 ++ le 577* jour (il pése actuel- 
lement 3 kg). 


Chez le n° 80 [5 kg] (fig. 2) inoculé avec D. 2/1 de S.I, nous avons 
vu que la réactivité cutanée était devenue douteuse le 50° jour. Il a 
été réinoculé le 67° jour avec D.1/0 de la méme souche, ce qui a 
fait réapparaitre la réactivité cutanée qui est restée 4 ++ pendant 
trois semaines, pour rebaisser alors 4 + et une semaine plus tard 
a +. Elle est restée ainsi pendant plusieurs mois 4 +, puis elle est 
redevenue négative. 


Chez le lapin n° 4 (fig. 1), la réactivité cutanée avait disparu le 
185° jour. Elle reparut trois semaines aprés une réinoculation de la 
dose D.1/1 de S.I faite le 240° jour, bien que Cette dose fat égale 
& la dose de primo-inoculation. Sa réactivité cutanée s’était maintenue 
jusqu’au 297° jour ; A ce moment elle a disparu. Une nouvelle inocu- 
lation a été pratiquée, comme nous le verrons plus loin. 


Les lapins n° $1 et 82 (fig. 3), dont la réactivité cutanée, toujours 
faible ou douteuse, avait été négativée par une réinoculation (voir plus 
haut), ont recu, le 60° jour, une seconde réinoculation, cette fois avec 
S. If, a la dose D. 1/10 pour le n° 31 et D. 1/5 pour le n° 32. La 
réactivité cutanée est devenue positive : +++ pour le n® 81 et ++ 
pour le n° 32, mais pour trés peu de temps. En effet, quinze jours 
plus tard, la réactivité cutanée du n° 32 était + et celle du n° 31 
négative. Sans nouvelle réinoculation, la réactivité cutanée a reparu 
plusieurs fois. 


b) La non-réapparition de la réactivité cutanée est habituelle 
quand la réinoculation est faite avec une dose égale ou supérieure 
a la dose allergisante. 


Dans ce cas, comme pour les réinoculations faites avec de fortes 
doses en période de réactivité cutanée positive, on observe presque 
toujours des réactions générales que nous allons décrire. 


III. — Re&actTions GENERALES. 


Les réactions générales, qui excluent presque toujours les réac- 
tions locales, paraissent liées & l’absence ou Aa la disparition de 
la réactivité cutanée. Tantdt elles surviennent peu de temps aprés 
les réinoculations, tantot elles sont tardives. 


ALLERGIE A STREPT, PYOGENES 335 


1° R&aCTIONS GENERALES SURVENANT PEU DE TEMPS APRES LES REINO- 
CULATIONS. 


La réinoculation de doses égales ou supérieures a la dose 
« allergisante », méme de la souche S.I peu virulente, a produit 
le plus souvent des réactions générales, dans les deux cas suivants : 


a) Quand, étant faite en période d’intradermo-réaction positive, 
elle amenait la négativation de la réactivité cutanée, définitivement 
oN temporairement ; 


b) Quand, étant faite aprés la disparition de la réactivité cutanée, 
elle ne la faisait pas réapparaitre, ou la faisait réapparaitre pen- 
dant une courte période. 


L’inoculation de la méme dose, de la méme souche, de Ja méme 
virulence chez un lapin neuf de méme poids, ne provoquait pas 
de réaction générale. Les accidents généraux sont trés rares quand 
la rémoculation ne supprime pas la réactivité cutanée. Parfois, 
une seule réinoculation a suffi a produire l’inactivation de la 
réactivité cutanée, surtout quand elle était déja en nette diminu- 
tion. Plus souvent, l’annulation était obtenue par deux réinocula- 
tions : la premiére la diminuait fortement, la seconde achevait de 
la négativer. Rarement, il fallait trois réinoculations pour pro- 
duire la négativation. 


Chaque fois que la réactivité cutanée était négativée, l’animal 
maigrissait et restait malade pendant des semaines. Cet état se 
terminait soit par la guérison, soit par une cachexie trainante, 
soit par une cachexie 4 marche rapide suivie de mort en quelques 
jours. 

Les deux derniéres éventualités étaient plutdt le résultat final 
de plusieurs réinoculations successives, mais une seule réinocula- 
tion a pu les provoquer quand la dose était trés forte et la souche 
virulente. 


a) Dans les cas ow cet état s'est terminé par la guérison, celle-ci 
s’accompagnait de réapparition d’une réactivité cutanée plus ou 
moins faible. 


Chez deux lapins n° 22 et 26 (fig. 2), inoculés chaque fois avec la 
souche §.I, la réactivité cutanée est restée inchangée aprés une pre- 
miére réinoculation pratiquée le 45° jour chez le n° 22 et le 30° jour 
chez le n° 26 (chez le n° 22 elle était trés faible dés le début). On a 
fait une deuxiéme réinoculation de D. 2/1 le 72° jour chez le n° 82. 
et le 52° jour chez le n° 26, ce qui, chez tous les deux, a négativé 
la réactivité cutanée. En méme temps, 1]’état général des lapins était 
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tres atteint. Puis la réactivité cutanée est redevenue positive spontané- 
ment, 4 +, soixante jours (chez le n° 22) et quatre-vingt-quinze jours 
(chez le n° 26) aprés la seconde inoculation. L’état général s’est amé- 
lioré, le n° 22 a guéri et a gardé une réactivité cutanée légerement 
positive. Le n° 26 qui a été suivi jusqu’au 375° jour a présenté encore 
des oscillations de la réactivité cutanée. La réactivité cutanée, apres 
la seconde réinoculation, a reparu seulement pour huit semaines, puis 
elle est devenue négative et le lapin s’est cachectisé. 


Chez le lapin n° 19 (fig. 2) [inoculé avec la souche S. I], la premiére 
réinoculation a été faite le 65° jour, alors que la réactivité cutanée 
était négative. Aprés une deuxiéme réinoculation de D. 2/1, le 92° 
jour (la réactivité cutanée restait négative) le lapin a beaucoup maigri. 
La réactivité cutanée est redevenue positive spontanément le 182° jour 
et le lapin s’est rétabli. Il est actuellement, quatorze mois aprés la 
primo-inoculation, redevenu normal, sa réactivité cutanée est +. 


b) D’autres lapins ont survécu sans récupérer leur réactivité 
cutanée. Ils sont restés cachectiques. 


Chez le lapin n° 27 (fig. 2) [souche §. I], dont la réactivité cutanée 
était tombée & + le 45° jour, une premiére réinoculation de D. 2/1 le 
45° jour a négativé la réactivité cutanée (épreuve faite cing jours aprés) ; 
une deuxiéme réinoculation de D.2/1 de S.II le 66® jour n’a rien 
changé en apparence ; mais deux mois plus tard le lapin a présenté 
un abcés et un érythéme scarlatiniforme généralisé aprés quoi la réac- 
tivité cutanée redevenait positive 4 +++ pendant un mois. Sept mois 
aprés la premiére inoculation, il devenait cachectisé et le restait le 
400° jour, ot il a été sacrifié. 


Les n° 81 et 32 (fig. 3), aprés une réapparition temporaire de la 
réactivité cutanée, 4 la suite d’une deuxiéme réinoculation (voir plus 
haut), ont présenté une longue période de fluctuations de la réactivité 
cutanée entre des valeurs faibles (+), douteuses (+) ou nulles. Les 
animaux ont commencé a beaucoup maigrir, quelques mois aprés la 
disparition de la réactivité cutanée. Un an aprés la premiére inocu- 
lation, ils survivaient dans un état général précaire. Le n° 32 avait 
un grand abcés de la nuque dont la cause n’a pas été précisée et qui 
s’est ouvert spontanément. Le n° 31 a été sacrifié. 


c) Un troisiéme groupe de lapins a succombé dans I’ état cachec- 
tique sans récupérer la réactivité cutanée. 


Chez le n° 28 (fig. 2) [Souche S. I] une premiére réinoculation le 
25° jour avec la dose D. 1/1 avait négativé sa réactivité cutanée (intra- 
dermo-réaction faite sept jours aprés) qui était & +, sans abces et 


sans réaction générale. Il est devenu cachectique et il est mort cing 
mois apres. 


Chez le n° 4 (fig. 1) [souche S.I moyennement virulente] réinoculé 
avec S. II le 160° jour, la réactivité cutanée était devenue négative le 
185° jour. Aprés réinoculation avec D.1/1 de S.I le 240¢ jour, sa 
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réactivité cutanée remonta 4 ++ le 259° jour, pour rester positive 
jusqu’au 297° jour ow elle est devenue négative. Il a été réinoculé une 
fois de plus le 345° jour avec D.1/1. La réactivité cutanée était + + 
quinze jours aprés. Elle a été de nouveau nulle quarante jours plus tard. 
Aprés une fugace réapparition d’une réaction +, elle est restée définiti- 
vement négative ensuite et l’animal a présenté une cachexie et des 
abcés disséminés. I] est mort quatorze mois aprés la premiére inocula- 
tion. 


Le n° 87 (fig. 3), « allergisé » par deux inoculations de S. II, a pré- 
senté une réactivité cutanée +, le 3l¢ jour aprés la 1'® inoculation. 
Elle s’est élevée A ++ le 42° jour et elle est redescendue 4 + le 65° jour 
aprés la premiére réinoculation. Le 83° jour, la réactivité cutanée est 
devenue négative. Le lapin est mort cent quatre-vingt-quinze jours 
aprés la premiére inoculation (abcés des pattes 4 streptocoques du 
groupe D). 


d) Un quatriéme groupe est mort dans une prostration profonde 
peu de jours aprés une réinoculation. 


Le n° 29 (fig. 2) [souche S. IIT] a été « allergisé » par deux inocu- 
lations (la seconde le 8° jour). 


Une premiere réinoculation, le 15° jour, a négativé sa réactivité 
cutanée qui était 4 +, et provoqué un fort amaigrissement. Aprés une 
deuxiéme réinoculation de D. 2/1 le 48° jour, il est tombé dans une 
prostration profonde, il a maigri davantage et il est mort quatre jours 
apres. 


Le n° 6 (fig. 1) [souche §.I] a recu plusieurs réinoculations rap- 
prochée de doses croissantes alors que la réactivité cutanée était encore 
++, 4 savoir : D. 1/100 le 220° jour et D.1/1 le 227¢ jour, ce qui a 
abaissé la réactivité cutanée & +, et encore D. 1/1 le 248° jour. Le lapin 
a présenté une cachexie 4 marche rapide ; il est mort Te 259° jour. 
Par exception, il est mort sans avoir négativé sa réactivité cutanée, 
qui était ++, quatre jours avant sa mort. 


Chez le n° 5 (fig. 1), la primo-inoculation a été faite avec D. 1/1. 
Réinoculé le 21° jour avec D.1/10, il a présenté une forte réactivité 
cutanée, qui est restée 4 ++ jusqu’au 240° jour, a ensuite baissé 
& +. Réimoculé avec D. 1/1, il est tombé en prostration ; il avait une 
réaction + six jours aprés et il est mort dix jours aprés. 


Le n° 18 (fig. 1) est un cas particulier, car il a été réinoculé avec une 
forte dose de deux souches, dont la souche §S. II trés virulente. Aprés 
une premiére réinoculation avec D.1/1 de S.1I, faite le 148° jour alors 
qu’il avait une réactivité cutanée & +, celle-ci est d’abord restée A + 
avec une élévation passagére la 24° semaine. Il a été réinoculé une 
seconde fois, la 27° semaine, en méme temps en deux endroits différents, 
avec D. 1/1 de 8.1 et avec D.1/1 de S. II. Il a présenté une éruption 
scarlatiniforme généralisée qui a empéché d’explorer la réactivité cuta- 


née. I] est mort onze jours aprés la réinoculation avec une cachexie 
accélérée. 
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2° REACTIONS GENERALES TARDIVES. 


Dans quelques cas, sans cause apparente, surviennent des réac- 
tions générales semblables a celles que provoquent les réinocula- 
tionstions avec des doses trop élevées et associées également avec 
la disparition de la réactivité cutanée. Cet état peut guérir ou se 
transformer en cachexie mortelle. 

Ces manifestations ont été observées chez des lapins qui ont été 
inoculés un grand nombre de fois, avec des modifications variables 
de la réactivité cutanée. Quand la réactivité cutanée est restée 
négative pendant longtemps, ils commencent 4 maigrir plusieurs 
mois apres la derniére réinoculation. 


Le n°38?7 (fig. 8), inoculé avec D. 1/10 et dix-huit jours aprés avec 
D. 1/5 (souche S. II), avait une réactivité cutanée ++ le 42° jour, + le 
56° jour, ++ le 62° jour et douteuse le 70* jour. En méme temps il 
maigrissait. Le 160° jour il était cachectique avec des abcés multiples. 
Il est mort le 178® jour. 

Chez le n° 80 (fig. 2) [souche S.I], la réactivité cutanée, montée 
a +++ a partir du 15° jour, tombait 4 +++ le 35° jour, a + le 
42° jour, était devenue’ nulle spontanément le 48° jour. Aprés une 
réinoculation, elle a réapparu 4 ++, pour peu de temps. Puis la réacti- 
vité cutanée est restée + ou douteuse durant des mois, tandis que le 
lapin maigrissait lentement. Elle est devenue définitivement négative 
dix mois aprés la premiére inoculation. L’amaigrissement s’est alors 
accéléré. Un mois aprés la perte compléte de la réactivité cutanée, le 
lapin est devenu squelettique. I] est mort un mois et demi apres la 
perte complete de la réactivité cutanée (il ne pesait plus que 3 kg au lieu 
de 5), avec une pneumopathie purulente. 


IV. 


ABCES METASTATIQUES TARDIFS. 


Ces abcés sont a distinguer des abcés nodulaires satellites 
entourant un abcés extensif développé au point d’inoculation. 
Contrairement a ceux-ci, ils prennent souvent une grande exten- 
sion et se fistulisent. Ils ont été observés au cours de cachexies 
plus ou moins tardives avec une réactivité cutanée négative, soit 
chez des lapins ayant recu un trés grand nombre d’inoculations 
d’assez fortes doses de souches peu virulentes, soit chez des lapins 
oy recu un moins grand nombre d’inoculations de souches viru- 
entes. 


Le lapin n° 1 (fig. 2) a d’abord recu, dans l’espace de trois semaines, 
24 injections intradermiques de bactéries broyées, ou tuées par la cha- 
leur ; puis, dans l’espace d’un mois, 5 inoculations sous-cutanées de 
bactéries vivantes (A doses croissantes de D. 1/100 & D. 1/1). Chacune 
de celles-ci a donné un abcés. Deux mois et demi aprés la premiére 
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injection intradermique commencent A apparaitre des abcés sous- 
cutanés trés torpides, en grand nombre, successivement en tous les 
points du corps (dos, ventre, nuque, pattes, oreilles) évoluant trés 
lentement. En méme temps, le lapin devient cachectique. Quatre 
abcés seulement se sont fistulisés. Neuf mois aprés l’apparition du 
premier abcés, tous étaient guéris ; mais le lapin restait cachectique. 


Le lapin n°4 (fig. 1) avait subi plusieurs réinoculations de S. I 
(souche non virulente) qui n’avaient donné chacune qu’un abcés local. 
Ensuite une réinoculation de S.II (souche virulente) a produit un 
grand abcés extensif. Une seconde réinoculation de S. II, faite le 11° 
mois, a produit encore un grand abcés. Puis un fort amaigrissement 
(avec réactivité cutanée négative) s’est produit et sept semaines plus 
tard surviennent, d’une part de petits abcés nodulaires autour de 
Vabcés de réinoculation, d’autre part, plusieurs abcés 4 distance qui 
dans toutes les régions du corps se sont fistulisés. Il est mort, peu de 
temps aprés, cachectique et couvert d’abcés. 


Le lapin n° 27 (fig. 8) s’est comporté comme le n° 4. Les inoculations 
de S.I (c’est-a-dire la primo-inoculation de D. 1/1 et la réinoculation 
de D. 2/1 a la 6® semaine) ont donné des abcés localisés. Réinoculé 
avec S. II (D. 1/2) un mois plus tard, le lapin a fait un trés grand 
abcés qui s'est fistulisé puis s’est cicatrisé. Deux mois aprés cette 
deuxiéme inoculation, il a une éruption scarlatiniforme et deux petits 
abcés spontanés qui ont duré environ sept mois. Dix mois aprés la 
primo-inoculation, il est devenu cachectique avec de nombreux abcés 
sous-cutanés dans toutes les régions du corps. Il a été sacrifié un an 
apres le début. 


Le lapin n° 81 (fig. 3) avait recu 5 inoculations en l’espace de deux 
mois, avec formation d’un abcés 4 chacune. Onze mois aprés la primo- 
inoculation survient un trés grand abcés de la nuque tandis que le 
lapin devient cachectique. L’abcés se fistulise et guérit, le lapin reste 
cachectique. 


Le lapin n° 87 (fig. 3), qui a regu deux inoculations de S. II, est 
devenu cachectique deux mois et demi aprés la primo-inoculation, 
tandis que la réactivité cutanée devenait négative et qu’il présentait 
des abcés en différents points du corps. Il] est mort six mois et demi 
apres la primo-inoculation. 


V. — EFFET DES INOCULATIONS SOUS-CUTANEES 
CHEZ LES LAPINS AYANT RECU DES INOCULATIONS INTRADERMIQUES. 


Les observations concernent seulement deux lapins [n®* 20 et 
22 (fig. 2)] qui ont regu en trois semaines 5 inoculations intra- 
dermiques de bactéries broyées, puis deux fois, 4 quatre semaines 
de distance, des inoculations intradermiques de streptocoques 
vivants en dix points différents représentant une dose totale de 
De i a chaque: fois. 
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La réactivité cutanée obtenue était douteuse, pour le moins trés 
faible et fugace. Il semble done que cette voie d’inoculation soit 
beaucoup moins efficace que la voie sous-cutanée pour induire la 
réactivité cutanée. D’ailleurs, Schultz et Swift [42], qui auraient 
allergisé des lapins par inoculations intradermiques de strepto- 
coques vivants, ont utilisé un nombre d’inoculations beaucoup 
plus grand. 


Quoi qu’il en soit, ces animaux, malgré leur faible réactivité 
cutanée, ont été fortement sensibilisés au point de vue des réac- 
tions générales aux réinoculations. Une inoculation sous-cuta- 
née (pratiquée aprés la négativation de la réactivité cutanée) 
de D. 1/1 pour le n° 20 et de D. 2/1 pour Je n° 2, a provoqué la 
mort des deux lapins. 


DISCUSSION 


Les modifications de l’organisme du lapin, consécutives a une 
primo-inoculation de Str. pyogenes, ne peuvent étre appréciées 
qu’en observant les réactions de l’animal aux réinoculations et 
en les comparant aux réactions des lapins neufs de méme poids 
ayant recu les mémes doses de la méme souche. 


I. — EvoLuTION DES MODIFICATIONS DE L’ORGANISME SECONDATRES 
A L’ INOCULATION. 


Les modifications secondaires évoluent pour leur propre compte 
schématiquement en trois périodes, que nous appellerons, pour 
des raisons qui seront indiquées plus loin : pré-allergique, aller- 
gique et post-allergique. 


1° Dans la période pré-allergique, la réactivité cutanée aux injec- 
tions intradermiques de filtrat n’est pas encore établie, mais dés 
les premiers jours, un état réfractaire relatif semble exister. Il 
se manifeste, lors des réinoculations successives raprochées de la 
méme dose d’une souche peu virulente, par des réactions locales 
qui vont en s’atténuant. De méme nous avons vu un lapin qui 
avait supporté une petite dose d’une souche virulente ne faire 
qu’une réaction locale sans réaction générale, aprés réinoculation 
d’une dose plus forte qui tuait les lapins neufs de méme poids. 


2° La période allergique est caractérisée essentiellement par la 
réactivité cutanée a l’injection intradermique de filtrat de culture 
a laquelle peut s’ajouter au bout d’un certain temps une hyper- 
réactivité locale aux réinoculations des cultures de bactéries 
vivantes. 
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La période allergique peut elle-méme étre divisée en trois 
phases : 


Dans la premiére phase, la réactivité cutanée, d’abord faible, 
augmente progressivement ; mais l’état relativement réfractaire 
aux réinoculations persiste. 


La deuxiéme phase n’existe que chez les animaux « allergisés » 
par inoculation d’une dose assez forte d’une souche assez viru- 
lente (eu égard a la sensibilité et au poids du lapin), dose a la 
limite de ce que peut supporter le lapin sans accidents généraux. 
Elle est encore mieux caractérisée si cette dose a été précédée de 
doses plus faibles. Cette inoculation a provoqué généralement 
une forte réaction primaire locale (abcés aigu) ; mais celle-ci n’est 
pas nécessaire. 


Dans les cas typiques se trouvent réunis dans la deuxiéme phase 
tous les caractéres d’une allergie post-infectieuse (8) : 


a) Sensibilisation par une primo-infection. 


b) Réaction locale accélérée, renforcée et raccourcie a la réin- 
fection, comme dans l’allergie vaccinale ou tuberculeuse (phéno- 
méne de Koch). On peut en rapprocher des réactions analogues 
observées par Gastinel et Reilly [5]. Cette réaction locale, comme 
dans l’allergie tuberculeuse, parait former comme une barriére 
a la dissémination de l’infection. 


c) Forte intradermo-réaction de type retardé a V’injection d’un 
filtrat de culture, comme dans I’allergie tuberculeuse. 


Mais ces caractéres ne sont pas toujours nets et au complet. 
La réactivité cutanée est quelquefois faible et les réactions locales 
aux réinoculations sont assez souvent modérées et méme plus 
faibles que celles d’un lapin neuf. En général, la réinoculation 
dans cette deuxiéme phase renforce plus ou moins la réactivité 
cutanée et ne provoque pas de réaction générale. 


Dans la troisiéme phase, la réactivité cutanée diminue ainsi que 
Vhypersensibilité locale aux réinoculations (si celle-ci a existé). 
Dans cette phase, la réinoculation peut avoir deux effets différents 
(suivant le nombre de bactéries réinoculées, leur virulence et I’état 
du lapin). Si la dose est assez faible, la réaction locale est nette, 
la réactivité cutanée est renforcée. Si la dose est assez forte, la 
réactivité cutanée est annulée et des accidents généraux graves 
se produisent. 


(3) L’allergie est prise ici dans son sens restreint et précis, 4 l’exclu- 
sion de l’anaphylaxie (sensibilisation plus spécifique, réaction cutanée 
de type précoce et possibilité de transmission passive par le sérum) et 
des maladies dites allergiques (ot il y a souvent polysensibilisation par 
un mécanisme mal connu). 
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3° La période post-allergique entraine, en apparence, un retour 
a l’état normal, en ce sens que la réactivité cutanée disparait ainsi 
que l’hypersensibilité locale aux réinoculations. En réalité, al 
existe pendant longtemps dans cette période une hypersensibilité 
générale se manifestant lors des réinoculations ou méme sponta- 
nément, et sur laquelle nous reviendrons plus loin. Bohmig [2] 
a obtenu, aprés inoculation intraveineuse de streptocoques tués, 
puis de streptocoques vivants, des intradermo-réactions positives 
qu’il a examinées avec une méthode spéciale. Il a décrit des 
périodes pré-allergique et allergique, et aussi hyperallergique, mais 
il n’a pas observé de période post-allergique, peut-étre parce qu'il 
n’a pas suivi les lapins plus de trois mois, ce qui, au moins dans 
certains cas, est trop court ; ou bien, parce que sa méthode d’aller- 
gisation était différente. 


II. — CoMmPaRAISON DE L’ ALLERGIE STREPTOCOCCIOQUE 
AVEC L’ALLERGIE TUBERCULEUSE. 


Beaucoup de caractéres de lallergie streptococcique sont, 
comme nous venons de le voir, communs avec ceux de l’allergie 
tuberculeuse. On peut encore ajouter les suivants : toutes deux 
se constituent difficilement chez le jeune animal ; la réaction ren- 
forcée a la réinoculation de streptocoques s’obtient, comme le 
phénoméne de Koch, assez difficilement et seulement quand la 
réactivité est forte; dans les deux cas, les phénoménes ne 
paraissent pas dus, comme l’anaphylaxie, 4 un conflit entre l’anti- 
géne et un anticorps circulant, mais a des réactions tissulaires 
transmissibles passivement, non par le sérum, mais par les leu- 
cocytes de lanimal ou du sujet allergique (expériences de 
Chase [3], de Kirchheimer et Weiser [6], de Lawrence [8], de Meta- 
xas et Metaxas-Bihler [44] chez le cobaye pour la tuberculose ; de 
‘Lawrence chez l’homme pour la tuberculose [7] et pour l’infection 
streptococcique [8)). 


Mais il existe quelques différences. Les manifestations de 
Pallergie streptococcique sont souvent frustes ; et, méme a leur 
plus forte intensité, elles ne sont pas nécrotiques et hémorra- 


giques comme peuvent |’étre la réactivité cutanée a la tuberculine 
et le phénoméne de Koch. 


Ces différences peuvent s’expliquer, au moins en partie, par 
les conditions expérimentales différentes : 


a) Pour V’exploration de la réactivité cutanée, on est obligé 
d’utiliser les filtrats streptococciques a une dilution plus forte 
que la tuberculine, parce que les animaux normaux réagissent 
aux filtrats dont la dilution est inférieure au 1/1 000. 
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b) L’allergie tuberculeuse se constitue dans des conditions tou- 
jours semblables a elles-mémes. L’animal utilisé, le cobaye, est 
trés sensible 4 Mycobacterium tuberculosis : les lésions sont chro- 
niques, mais restent actives, déversant longtemps et en abondance 
dans l’organisme des produits trés allergisants pour 1’animal. 
L’allergie est donc constante et forte. 


Au contraire, les doses allergisantes de Str. pyogenes déter- 
minent une lésion limitée au point d’inoculation et qui est rapi- 
dement auto-stérilisée. Cette lésion déverse probablement des pro- 
duits allergisants pendant peu de temps. 


En effet, lallergie ne peut pas se constituer si l’injection d’une 
quantité trop grande de streptocoques trés virulents 4 un animal 
trés sensible produit des réactions générales aigués. Inversement, 
Vallergie se produit rarement et, en tous cas, elle est faible si, 
la souche étant peu virulente, le nombre des bactéries est petit 
et l’animal peu sensible, la primo-inoculation suscite des réactions 
locales presque nulles et pas de réaction générale. II] existe tous 
les intermédiaires entre les deux cas. 


Il en résulte que les conditions d’une bonne allergisation a Sir. 
pyogenes paraissent étre un certain équilibre entre la virulence 
de la souche, le nombre de bactéries inoculées et la résistance de 
Vanimal, de facon que le pouvoir pathogéne pour l’animal soit 
assez faible pour que l’infection ne dépasse pas le stade local 
(sans quoi l’animal meurt) et assez grand pour que la lésion de 
primo-inoculation libére des produits allergisants en quantité suf- 
fisante. 

L’intensité maxima de l’allergie par inoculation unique est donc 
obtenue par l’inoculation de la dose la plus élevée de la souche 
la plus virulente que le lapin puisse supporter entre les deux cas. 

On peut citer A ce propos nos essais infructueux d’allergisation 
du cobaye a Str. pyogenes ; cet animal est probablement trop 
résistant au streptocoque. Les essais ont porté sur 19 cobayes qui 
ont été inoculés avec les souches S.J, S. II ou S. III 4 des doses 
variant de D. 1/10 jusqu’a D. 2/1 en un seul point. Les inocula- 
tions étaient faites par des voies variées : sous-cutanée, intrapéri- 
tonéale et intradermique. Ceux qui ont regu par voie intrapérito- 
néale de trés fortes doses répétées ont beaucoup maigri, mais 
sont redevenus normaux dés qu’on a cessé les injections. Aucun 
cobaye n’est mort ; aucun n’a présenté de réactivité cutanée. Ces 
résultats sont différents de ceux de Mackie et McLachlan [40] et 
de Dochez et Stevens [4], mais ces auteurs ont utilisé des inocula- 
tions plus nombreuses, de souches peut-étre plus virulentes. 


Nous n’avons pas pu allergiser la souris, peut-étre pour une 
raison inverse : la trop grande sensibilité de cet animal au strepto- 
coque. Des essais sont cependant en cours a ce sujet. 
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III. — RELATIONS ENTRE L’INTENSITE DE LA PRIMO-REACTION LOCALE, 
LE NOMBRE DE BACTERIES INOCULEES, LEUR VIRULENCE 
ET LE NOMBRE D’INOCULATIONS D’UNE PART, 
ET L’INTENSITE DE L’ALLERGIE, D’AUTRE PART. 


On comprend donc que les réactions locales les plus marquées 
soient souvent suivies des allergies les plus intenses et soient 
souvent produites par les souches les plus virulentes. On ne peut 
pas déterminer si la virulence joue directement dans la détermi- 
nation de l’allergie ou par l’intermédiaire d’une réaction locale 
plus intense. Notons que Angevine {4], avec un streptocoque du 
groupe H, aurait paradoxalement observé les réactions les plus 
fortes avec les souches les moins virulentes. 


Les inoculations répétées, comme nous l’avons indiqué dans le 
mémoire précédent, ont une action plus complexe. 


x 


On obtient des intradermo-réactions plus intenses a la suite 
d’inoculations rapprochées, a doses croissantes, soit que l’animal, 
rendu plus réfractaire par la premiére inoculation, supporte une 
dose finale plus élevée d’une souche plus virulente, c’est-a-dire 
plus allergisante, soit qu’elles aient un effet cumulatif, soit enfin 
qu’elles libérent davantage de produits allergisants. 


Cependant, les exceptions a ces deux régles ne sont pas rares, 
de sorte que les réles respectifs de la réaction locale et de la viru- 
lence de la souche restent obscurs. 


En particulier, il est difficile d’expliquer que la répétition d’une 
méme dose, qui, a elle seule, confére l’allergie, rende les inocula- 


nN 


tions a peu prés inefficaces. 


‘ 
Cette facon de procéder favorise peut-étre une certaine immu- 


nisation qui s’opposerait au développement de la réaction locale 
allergisante. 


IV. — RENFORCEMENT DE L’INTENSITE DE LA REACTIVITE CUTANKE 
PAR LA MULTIPLICATION DES INTRADERMO-REACTIONS. 


On remarque sur les diagrammes certaines augmentations 
brusques et momentanées d’intensité de la réactivité cutanée 
{lapins n* 10 (fig. 1), 19 (fig. 2), 36, 34, 39 (fig. 3)]. Elles corres- 
pondent a des semaines ow plusieurs intradermo-réactions ont été 
pratiquées chez le-méme lapin, soit le méme jour (parfois 5 ou 6), 
soit a des intervalles rapprochés (tous les deux jours). Les intra- 
dermo-réactions pratiquées dans les mémes conditions avec 


d’autres espéces de streptocoques ou d’autres bactéries n’ont eu 
aucun effet. 
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V. — ROLE DANS LA DETERMINATION DE L’ALLERGIE 
DE LA REACTION LOCALE A L’ INOCULATION. 


Les substances allergisantes sont produites probablement en 
abondance au lieu d’inoculation. Elles ne paraissent produites 
qu’en faibles quantités in vitro, dans les cultures, car pour aller- 
giser des lapins avec des filtrats de culture (Dochez et Stevens [4]) 
ou des broyats de bactéries (Swift et coll.) il faut faire de trés 
nombreuses inoculations de ces produits. Par ailleurs, les bac- 
téries inoculées ne paraissent pas se multiplier, au moins dans les 
abees torpides, car lVinoculation d’une énorme quantité de bac- 
téries est nécessaire pour produire l’abcés et l’allergie. De plus, 
la survie des bactéries inoculées parait trés courte. On peut 
done supposer que les substances allergisantes proviennent d’une 
interréaction au niveau de l’abcés de primo-inoculation entre les 
bactéries et les cellules (en particulier les polynucléaires qui ont 
afflué) ou entre les produits de désintégration de ces deux élé- 
ments. Le fait que les réactions locales les plus intenses soient 
généralement suivies des allergies les plus fortes parait s’accorder 
avec cette hypothése. 


La réaction plasmocytaire autour de l’abcés témoigne peut-étre 
aussi d’une réaction locale entre allergénes et anticorps tissulaires. 


VI. — RapporTs ENTRE L ALLERGIE ET LES ACCIDENTS GENERAUX. 


Il existe au déclin de la période allergique et dans la période 
post-allergique une phase de sensibilisation générale aux réino- 
culations. Les fortes doses de streptocoques produisent alors des 
accidents généraux souvent graves, sans réaction locale. Il ne 
semble pas qu’il s’agisse d’une généralisation de |’infection car, 
jusqu’a présent, les hémocultures ont été négatives. Nous dirons 
(faute d’une meilleure appellation) qu’il sont d’ordre toxique. 


Ces accidents ne relévent pas directement de l’allergie, ils sont 
en apparence inverses des réactions de sensibilisation locale aux 
réinoculations dans lesquelles la réaction locale est forte, la réac- 
tion générale nulle (en réalité, l’absence de réaction locale n’est 
pas due ici A une résistance plus forte, mais 4 une absence totale 
de résistance). 

Une inoculation identique a celle qui provoque cette réaction 
chez le lapin sensibilisé n’a pas cet effet chez le lapin neuf de 
méme poids et, méme, crée chez lui Vallergie et l’état de résis- 
tance relative qui l’accompagne. 

La nature des substances auxquelles les lapins sont ainsi sen- 
sibilisés n’est pas connue. Des accidents semblables sont produits 
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par l’inoculation au lapin neuf de souches dont la virulence a été 
augmentée par des passages chez les animaux, surtout quand elles — 
sont inoculées en cultures de 5 heures. On peut se demander si 
les accidents généraux de réinoculations ne sont pas dus a des 
substances analogues. 


On peut rappeler a ce propos les expériences de Watson {45}, 
qui montrent que certaines toxines sont libérées par le strepto- 
coque en plus grande quantité in vivo (surtout quand la réaction 
est étendue) qu’in vitro. 

Le fait que les cultures de 5 heures produisent des accidents 
plus intenses permet de penser que ces substances pourraient étre 
des toxines véritables plutét que des produits de désintégration 
des bactéries du type « endotoxine ». 


Ces accidents relévent done probablement d’une sensibilisation 
tissulaire générale. A son sujet deux hypothéses sont possibles : 


1° Ou bien, cette sensibilisation existerait dans la période aller- 
gique, mais sans pouvoir s’exprimer parce que la réaction locale 
a la réinoculation formerait une barriére 4 la diffusion des pro- 
duits toxiques. La réinoculation d’une forte dose forcerait cette 
barriére, surtout si elle est faite au moment ow cette barriére 
s’affaiblit ; d’ot l’absence de réaction locale. Au contraire, une 
dose faible la renforcerait en produisant une réaction locale (qui 
n’est cependant pas absolument constante). 


Une expérience dans laquelle Ja transplantation d’un abcés 
secondaire d’un lapin allergisé (n° 3, fig. 1) a un lapin neuf (n° 7, 
fig. 1) de moins de 2 kg est en faveur de l’existence d’une telle 
barriére. Elle a provoqué chez celui-ci des accidents mortels 
(amaigrissement, diarrhée, tremblement et mort au,bout de six 
4 sept jours). On a vérifié qu’un autre abcés du lapin donneur ne 
contenait pas de streptocoques cultivables. 


2° Ou bien, cette sensibilisation générale se préparerait au déclin 
de la période d’allergie, et se compléterait aprés la disparition 
de l’allergie, spontanément ou 4a la suite d’une réinoculation. Dans 
cette seconde hypothése, la sensibilisation générale succéderait 
a la sensibilisation locale au lieu de lui étre associée, ce qui serait 
difficilement explicable. 


VII. — Rapports ENTRE L’ALLERGIE ET L’IMMUNITE 
A ANTICORPS CIRCULANTS 


Il est probable que les substances inconnues qui déterminent 
lallergie et qui sont peut-étre produites localement par le conflit 
entre la bactérie et ’hdte ne sont pas les mémes que les antigénes 
contre lesquels l’organisme s’immunise sous la forme classique ; 
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car les manifestations de l’immunité et celles de l’allergie parais- 
sent étre différentes et évoluer indépendamment. Les expériences 
de certains auteurs apportent peut-étre des arguments en faveur 
de cette dissociation entre allergie et immunité classique. 

Ainsi Schultz et Swift [42] ont montré que l’allergie strepto- 
coccique est obtenue plus facilement et qu’elle est plus intense 
par vole intradermique que par voie intraveineuse, alors que c’est 
le contraire pour Vimmunité classique. 

Uhr, Salvin et Pappenheimer [43], par l’injection sous-cutanée 
de complexe antigéne-anticorps, ont montré que la réactivité 
cutanée est maxima quand le taux des anticorps circulants est 
bas ; au contraire, quand ce taux augmente, la réactivité cutanée 
diminue. 

Nous avons vu que chez le lapin existe, A certains moments de 
la période allergique, une hypersensibilité locale (réaction du 
type phénoméne de Koch) et pendant la période post-allergique 
une hypersensibilité générale. 

Par ailleurs, un certain état réfractaire local, mais toujours 
passager, peut parfois s’associer a l’allergie sans que ses rap- 
ports avec l’immunité apparaissent pour le moment. 


RESUME 


Une primo-inoculation sous-cutanée d’un nombre convenable 
de Str. pyogenes vivants détermine chez le lapin des modifica- 
tions qui évoluent en trois périodes : pré-allergique, allergique et 
post-allergique. 

Les réactions aux réinoculations pratiquées dans les périodes 
allergique et post-allergique sont différentes de celles qui suivent 
les inoculations précédant la constitution de Vlallergie. Elles 
dépendent de différents facteurs qui ont été étudiés. 

Ces réactions aux réinoculations se rattachent généralement a 
lune des deux éventualités suivantes : ou bien il se produit un 
abcés au point d’inoculation avec persistance de la réactivité cuta- 
née (ou réapparition de celle-ci) et absence de réaction générale ; 
ou bien il n’y a pas de réaction au point d’inoculation et la réac- 
tivité disparait (ou ne réapparait pas) et il se produit des acci- 
dents généraux souvent graves. 

L’abcés de réinoculation est soit torpide et bien délimité, soit 
extensif a trés longue évolution avec fistulisation (chez des ani- 
maux ayant recu de trés nombreuses inoculations et dont la réacti- 
vité cutanée avait disparu), soit extensif a évolution plus rapide 
(aprés un petit nombre de réinoculations), soit a évolution accé- 
lérée rappelant le phénoméne de Koch (dans le cas de forte 
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allergie). Dans un cas de réinoculation avec une souche tres viru- 
lente, on a observé un abcés aigu et extensif. 

L’effet des réinoculations sur la réactivité cutanée quand celle-ci 
est positive dépend de la dose de réinoculation. Elle est peu 
modifiée aprés des réinoculations espacées de doses faibles, les- 
quelles sont bien supportées. Elle est négativée aprés des réino- 
culations plus rapprochées de doses fortes. 

Aprés disparition de la réactivité cutanée, les réinoculations de 
doses faibles la font réapparaitre et sont bien supportées, les 
réinoculations de doses fortes ne la font pas réapparaitre et pro- 
duisent des réactions générales. 

Les réactions générales sont plus ou moins liées a l’absence 
ou a la disparition de la réactivité cutanée. Si l’animal récupére 
ensuite sa réactivité cutanée, il peut guérir. Sinon, il succombe 
aA une cachexie plus ou moins rapide. 

Les réactions générales surviennent habituellement aprés de 
nombreuses réinoculations, soit qu’elles suivent de prés une réino- 
culation, soit qu’elles surviennent longtemps aprés la derniére 
réinoculation. Des abcés métastatiques tardifs peuvent survenir 
aussi dans ces mémes conditions. 

L’allergie streptococcique du lapin est comparée a l’allergie 
tuberculeuse du cobaye. Les différences sont dues 4 ce que 
lexploration de l’allergie cutanée streptococcique est faite avec 
des filtrats de culture dilués au 1/1 000 (les animaux normaux 
réagissant aux filtrats moins dilués), 4 ce que l’allergisation au 
streptocoque nécessite un équilibre entre la virulence de Ja souche, 
le nombre de bactéries inoculées et la résistance du lapin, faute 
de quoi l’animal succombe si la dose est trop forte, ou bien il 


n’est pas allergisé si elle est trop faible. : 
Ces conditions n’existent pas dans l’allergie tuberculeuse du 
cobaye. 


Les relations entre les conditions de la primo-inoculation et 
lintensité de l’allergie, le rdle dans la détermination de l’allergie 
de la réaction locale 4 l’inoculation, les relations entre l’allergie 
et les accidents généraux, et entre l’allergie et l’immunité sont 
discutés. 


SUMMARY 


A primary subcutaneous inoculation of a convenient quantity 
of living Str. pyogenes produces in rabbits modifications which 
take place in three phases : preallergic, allergic and post-allergic. 

The reactions to reinoculations administred in the allergic 
and post-allergic phases are different from those which follow 
the inoculation preceding establishment of the allergy. They 
depend on different factors which have been studied. _ 
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These reactions to reinoculations are generally linked to one 
of the two following events : either an abscess is produced at the 
point of inoculation with continuation of the cutaneous activity 
(or reapparence of the former) and absence of the general reac- 
tion ; or there is no reaction at the point of inoculation and the 
cutaneous activity disappears or does not appear, and general 
accidents often mortal are produced. 


The abscess or reinoculation is sometimes torpid and well 
defined, or it may be extensive, of very long duration with the 
ocurrence of fistulas (in animals which had received very nume- 
rous inoculations and whose cutaneous activity had disappeared). 
On the other hand, it may vary from extensive, evolving more rapi- 
dly (after a small number of reinoculations) to an accelerated pro- 
gressing similar to the phenomen of Koch (in the case of strong 
allergy). In a case of reinoculation with a very virulent strain, an 
acute and extensive abscess was observed. 

The effect of reinoculations on the cutaneous activity when it 
is positive depends on the dose of reinoculation. It is hardly 
modified after reinoculation at intervals with small doses, which 
are well tolerated. It becomes negative after reinoculations at 
close intervals with larger doses. 


After disappearance of the cutaneous activity, the reinoculations 
with small doses cause the cutaneous activity to reappear and the 
inoculations are well tolerated. The reinoculations of larger doses 
do not cause the reappearance of the cutaneous activity and pro- 
duce general reactions. 


The general reactions are more or less linked to the absence or 
to the disappearance of the cutaneous activity. If the cutaneous 
activity reappears in the animal, it can be cured. If not, it suc- 
combs to a cachexia more or less rapidly. 


The general reactions come on, in most cases, after numerous 
reinoculations regardless of whether they follow very quickly a 
reinoculation, or whether they come on a long time after the last 
reinoculation. 


Slow metastatic abscess can also appear under the same condi- 
tions. 


The streptococcal allergy of the rabbit is compared to the tuber- 
culous allergy of the guinea-pig. The differences are due to the 
fact that the testing of the cutaneous streptococcal allergy 1s 
made with filtrates of a culture diluted to 1/1 000 (normal animals 
react to filtrates less diluted), also to the fact that the sensitization 
to Streptococcus necessitates an equilibrium between the viru- 
lence of the strain, the number of bacteria inoculated and the 
resistance of the rabbit, in the absence of which the animal suc- 
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combs if the dose is very large, or on the other hand, is not 
sensitized if the dose is small. 

These conditions do not exist in the case of the tuberculous 
allergy of the guinea pig. 

We have discussed here the relations between the first inocu- 
lation and the intensity of the allergy, the role of the local reac- 
tion to the inoculation in the assessment of the allergy, the rela- 
tionship between the allergy and the general accidents, and 
between the allergy and immunity. 
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ETUDE MICROFLUOROMETRIQUE 
DES MICROORGANISMES 


1. — LA FLUORESCENCE PRIMAIRE (AUTOFLUORESCENCE). (*) 
par J. de REPENTIGNY, S. SONEA et A. FRAPPIER (**). 


(Département de Bactériologie de la Faculté de Médecine, 
Ecole d’Hygiéne et Institut de Microbiologie et d’Hygiéne 
de l'Université de Montréal 
{Directeur : Professeur Armand Frapprer].) 


INTRODUCTION. 


Les techniques d’analyse physico-chimique ont contribué large- 
ment a faire progresser nos connaissances sur les micro- 
organismes. Cependant il est surprenant qu’une de ces techniques, 
la fluorométrie, n’ait été que trés peu employée, malgré ses nom- 
breuses applications dans d’autres domaines comme la biochimie 
par exemple. I] nous a done semblé opportun de mettre au point 
une technique de fluorométrie a |’échelle microscopique et de 
Vutiliser pour mieux caractériser les propriétés des cellules micro- 
biennes, isolément ou sous forme d’une population. 

Aprés avoir constaté le phénoméne général de la fluorescence 
primaire dans une série de microorganismes (de Repentigny et 
Sonea {8]) ainsi que la répartition de ses couleurs entre les élé- 
ments cellulaires ou les divers composants des cultures (Sonea 
et Repentigny (40]), nous avons mis au point une méthode pour 
la mesurer (de Repentigny et Sonea {9]). Dans le présent travail, 
nous avons déterminé avec précision |’intensité de la fluorescence 
primaire chez un grand nombre d’espéces et de souches de micro- 
organismes. Ce nouvel apport quantitatif dans l’étude des micro- 


(*) Cette recherche a été partiellement subventionnée par le Minis- 
tere de la Santé de la Province de Québec (subvention fédérale-pro- 
vinciale A la Recherche sur la Santé Publique). Une partie des résul- 
tats a été présentée sous forme de communication au Congrés annuel 
de la Société Canadienne des Microbiologistes, le 14 juin 1960, 4 Van- 


couver. 
(**) Manuscrit recu le 27 mars 1961. 
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organismes pourrait ajouter des renseignements supplémentaires 
sur leur métabolisme ou sur leurs caractéres de différenciation 
(1, 3, 4, 13] et permettrait d’évaluer, dans l’intensité totale de la 
fluorescence secondaire qui inclut toujours celle de la fluorescence 
primaire, la proportion due aux fluorochromes. 


MarERIEL ET METHODES. 


La mesure de l’intensité de la fluorescence primaire 4 l’aide d'une 
cellule photoélectrique multiplicatrice adaptée au microscope muni 


Fic. 1. — Technique de microfluorométrie. 


» 


a) A Varriére. — Microscope a fluorescence avec filtres et lampes 4 vapeur de Hg, 
cellule photomultiplicatrice sur loculaire et amplificateur-enregistreur & cédté du 
transformateur de courant pour la lampe. 

b) Premier plan. — Boftes de lames standardisées avec frottis, ballon ayec culture 
microbienne. Condensateurs : en quartz ou en verre ; lame a 15 espaces circulaires 
(1 cm2) ; support & capillaires, en forme de lame; 2 capillaires contenant une 
suspension bactérienne ; 2 pipettes graduées de 0,01 ml; 2 tubes Hopkins pour 
mesurer les yolumes des microorganismes aprés centrifugation. 


d’un condensateur 4 fond clair et d’un objectif sec (70 x), avec filtre 
Euphos, a été d’abord effectuée sur des frottis contenant des volumes 


ttn a 
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égaux de microorganismes (de Repentigny et Sonea [9]). Dans le pré- 
sent travail, nous avons ajouté A ces mesures des lectures d’intensité 
effectuées sur des suspensions aqueuses de microorganismes lavés 
(diluées au tiers v/v). Un volume de 0,05 ml de ces suspensions a été 
mis en capillaires de 65 mm de long et d’environ 1 mm de diamétre 
intérieur. La mesure systématique de l’intensité sous le microscope 
(muni d’un objectif sec 10 x, et d’un filtre Euphos), a été faite dans 
la partie centrale du capillaire : une lecture tous les 2 mm, 11 lectures 
par capillaire et 22 par espéce, souche ou surnageant de la culture res- 
pective. Cette derniére méthode a déja été partiellement décrite par 
deux d’entre nous au sujet de l’étude de la fluorescence primaire 
d’extraits de Mycobactéries (Frappier et coll. [4]). On peut voir 1’en- 
semble de l’installation dans la figure 1. 

Les cultures ont été effectuées de préférence sur deux milieux 4 base 
d’hydrolysat de caséine, dont l’un peu fluorescent, dénommé dans 
nos laboratoires « SF4 », et l’autre beaucoup plus fluorescent, décrit 
par Mueller et Stone [41]. Des essais sur d’autres milieux plus cou- 
rants ont montré des intensités variables de fluorescence, tout en 
étant du méme ordre de grandeur. Pour évaluer l’influence du pH sur 
Vintensité de la fluorescence, les frottis qui avaient déja été mesurés 
ont été traités par I goutte de tampon phosphaté (a pH 8,8, 4,5 ou 
7,0 a la concentration M/15) que nous avons laissé sécher avant de les 
réexaminer. 


RESULTATS. 


A. — Intensités des frottis secs. 


Le tableau I contient la liste alphabétique des espéces dont on 
a mesuré l’intensité de la fluorescence aprés lavage des micro- 
organismes et aussi celle des substances contenues dans les sur- 
nageants séparés par centrifugation. Pour chaque espéce, on a 
examiné 6 frottis aA raison de 10 champs microscopiques. On 
trouve donc dans ce tableau la moyenne des lectures d’intensité 
effectuées sur 60 champs microscopiques et, entre parenthéses, 
les écarts maxima. Les écarts entre les lectures effectuées sur les 
microorganismes lavés sont du méme ordre de grandeur que ceux 
qui ont été trouvés dans le cas des surnageants séchés, ce qui 
laisse croire A une répartition assez homogéne des microbes sur 
les frottis. Les quelques espéces qui donnent de mauvaises sus- 
pensions font exception, par exemple Mycobacterium phlei. Les 
microbes lavés sont en général beaucoup plus fluorescents que le 
milieu stérile ou le surnageant de la culture dans laquelle ils ont 
poussé. C’est le cas de 29 des 37 espéces qui ont été cullivées 
sur le milieu a fluorescence élevée et de 30 des 32 espéces qui 
ont poussé sur le milieu moins fluorescent. Les espéces énumérées 
dans le tableau I montrent des différences considérables entre 
elles, méme lorsqu’elles sont cultivées dans le méme milieu. 
L’intensité de la fluorescence varie aussi en fonction du milieu. 
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La méme espéce peut se situer a des niveaux d’intensité trés diffé- 
rents suivant qu’elle est cultivée sur l’un ou l’autre des deux 


Tanreau I. — Intensité de la fluorescence primaire de 37 espéces 
microbiennes (mesurée sur frottis). 


ESPECES MICROBIENNES 


Aerobacter aerogenes 
Bacillus megaterium 
Bacillus subtilis 
Bacterium anitratum 
Candida albicans 
Candida tropicalis 
Corynebacterium diphteriae 
Corynebacterium pseudo- 
diphteriticum 
Escherichia coli 
Escherichia coli 0 55 
Escherichia coli 0 lll 
Gaffkya tetragena 
Klebsiella pneumoniae 
Listeria monocytogenes 
“Mycobacterium phlei 
Mycobacterium ranae 
Mycobacterium smegmatis 
Paracolobactrum aero- 
genoides 
Proteus mirabilis 
Proteus morganii 
Proteus vulgaris 
Pseudomonas aeruginosa 
Saccharomyces cerevisiae 
Salmonella aertrycke 
Salmonella gallinarum 
Salmonella hirchfeldii 
Salmonella newport 
Sarcina lutea 
Serratia marcescens 
Shigella boydii 
Shigella dysenteriae 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 
Staphylococcus aureus (S.817) 
Streptococcus faecalis 
Streptococcus hemolyticus 


Streptococcus viridans 


* Une unilé correspond 4 un dix-millitme de micro-lumen. 


INTENSITES OB TENUES 
APRES CULTURE SUR MILIEU. APRES CULTURE SUR 
(MUELLER-STONE) TRES FLUO- MILIEU (SF4) PEU FLUO- 


RESCENT (276*) RESCENT (55*) 


Corps micro- 


Surnageants 


Corps micro- 


Surnageants 


biens lavés des cultures biens lavés des cultures 
1212(1000-1700) 291{ 210- 370) 536( 410- 660) 135( 190-190) 
900( 760- 970) 189( 130- 250) 585( 450- 700) 88( 62-140) 
1531(1300-1800) 151( 110- 200)  556( 440- 700) 88( 68-130) 
560( 400~ 750) 1727(1000-2500) 1062( 540-1500) 799(220-1100) 
4353(2100-6400) 2628(1300-3800) 1363(1000-2000) 85( 71- 93) 
2408(1200-4000) 214{ 140- 360) 927{ 390-1200) 74( 59- 96) 
1391( 730-2400) 549( 400- 660) - - 

493( 300- 620) 158( 110- 200) 527( 320- 660) 69( 54- 89) 
3166(2000-4900)  196( 130- 270) 4810(4000-6500) 84( 60-100) 
1547(1000-3600)  350( 240- 530) 1107( 900-1600) 547(210-1000) 
1583(1100-2900) 436( 270- 570)  662( 400- 830) 1505(520-3400) 
758( 610- 900) 188( 130- 270) 1253(1000-2300) 109( 82-160) 
422( 230- 660) 435( 250- 570) 251( 200- 350) 96( 78-120) 
883( 610-1200) 159( 100- 270) = = 

528( 100-2600) 178{ 110- 270) - - 

766( 600- 920) 287( 220- 380) 422( 250- 720) 315( 140-680) 
1268(1000-1800) 233( 200- 290) 592( 310- 890) 411( 180-770) 
1130( 850-1600) 180( 110- 260)  750( 620- 880) 87( 62-140) 
1455(1100-1900) 3665(2300-5400) 1171(1000-1400) 1565(290-4700) 
1500(1100-1900)  401{ 300- 530) 458( 350- 610) 95( 80-140) 
1388(1000-1800) 273{ 150- 420)  455( 320- 560) 122( 74-170) 
1411( 760-2600) 1995(1400-3200) 779( 570-1400) 91( 68-190) 
1183(1000-1600) 302( 170- 590)  562( 450- 800) 91( 60-150) 
1548(1200-2000)  339( 250- 450)  818( 690- 950)  148( 100-260) 
782( 620- 980) 459( 260- 610) 1663(1200-2500) 84( 71-120) 
3460(1500-4700)  336( 260- 460) 1840(1100-3100) 114( 79-180) 
1407(1000-1600) 3251(2000-4700) 1028( 300-2000) 108( 90-130) 
753( 530-1100) 313( 260- 430) 719( 520- 850) 91( 60-170) 
1490(1000-3800)  325( 230- 540) 1032( 770-1600) 104( 79-170) 
723( 450-1000) 208( 140. 340) 1167(1000-2400) 946(310-2200) 
784( 490-1200) 1823(1300-2700) 1250(1000-1600) 82( 60- 94) 
1012( 730-1200) 440( 290- 550) 736( 540- 880) 95( 68-140) 
971( 670-1200) 2493(1300-5000) 1113¢ 710-1700) 877(460-1700) 
1967(1300-3000)  602( 370-1000) 1230 670-2200) 90( 61-160) 
486( 260- 700) 1727(1000-3200) 849( 690- 960) 59( 50- 71) 


884( 610-1100) 
1596(1200-2300) 


163( 120- 230) 
215( 150- 420) 


milieux utilisés, 4 exception de quelques rares espéces qui se 
situent aux extrémes : par exemple K. pneumoniae qui présente 
la plus faible intensité. Vingt-trois sur 32 espéces qui ont poussé 
sur les deux milieux mentionnés dans le tableau I ont une intensité 
plus forte aprés culture sur le milieu a fluorescence élevée que 
sur le milieu a faible fluorescence. Dans le méme groupe, 
28 espéces ont produit un surnageant de culture d’une fluores- 
cence plus intense dans le milieu a forte fluorescence que dans 
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le milieu a faible fluorescence. Les moyennes d’intensité de toutes 
les espéces examinées, qui ont été cultivées sur le milieu Mieller- 
Stone (forte fluorescence), varient de 422 A 4 353 unités avec des 


Tasreau II. — Intensité de la fluorescence primaire de 34 souches 
de S. aureus (mesurée sur frottis). 


SOUCHES INTENSITES OBTENUES 

APRES CULTURE SUR MILIEU APRES CULTURE SUR 

(MUELLER-STONE) TRES FLUO- MILIEU (SF4) PEU FLUO- 

RESCENT (276*) RESCENT (55%) 

Corps micro- Surnageants Corps micro- Surnageants 

biens lavés des cultures biens layés des cultures 
Al* 3668(2200-4700) 336( 220- 460) 648( 500-1000) 81( 70- 100) 
A3* 2031(1000-3200) 1926(1300-2500) 1225(1000-1800)  435( 260- 720) 
A4* 1151( 800-1600) 2456(1600-4900)  816( 550-1300)  405( 230- 630) 
A5* 933( 540-1600)  268( 180- 410) 1268(1000-1600) 524( 310- 790) 
A8* 1137( 800-1600) 2268(1000-3800) 1250( 530-1900) 254( 160- 390) 
AQ* 2780(1400-3500) 332( 240- 490) 1005( 700-1300) 227( 130- 300) 
S. Wood 371( 150-640) 1583(1000-2700) 1096( 700-1700)  262( 160- 380) 
S.17 2708(1400-5700) 332( 190~ 490)  466( 330- 660) 95( 75- 160) 
s.18 3103(2000-4600) 296( 230- 450) 641( 420- 810)  222( 150- 300) 
S.34 913( 660-1400) 2846(1700-3900) 759( 490-1300) 185( 110- 300) 
“s.35 1721(1000={2700) 1815(1000-2800) 1031( 530-2000) 75( 57- 150) 
S.51 2263(1300-3100) 720( 450-1600) 446( 320- 580) 82( 70- 100) 
S.55 2485(1000-4500) 368( 270- 490) 3346(2400-5400) 78( 67- 120) 
S.77 2542(1900-3500) 285( 160- 430) 1918(1000-2900) 215( 120-. 320) 
S..78 3627(2000-4500) 3431(1600-6000)  386( 300- 490) 119( 82- 170) 
S.133 2650(1800-3900) 3407(1500-5300)  375( 290- 480) 136( 100- 240) 
S.212 2593(1400-3700) 2440(1300-4400) 1428(1000-1900) 225( 140- 320) 
S.257 544( 310- 670) 3220(2100-4600) 2770(2000-3800) 389( 250- 600) 
S. 258 1563(1300-2100) 3450(2000-6700) 2395(1500-3900) 225( 130- 350) 
S.270 2387(1700-3000) 3403(2700-4500) 734( 480-1000) 307( 140- 460) 
S. 817 1967(1300-3000) 602( 370-1000) 1230( 670-2200) 90( 61- 160) 
S.818 3150(2200-3800) 3428(2700-4700) .400( 300- 530) 95( 76- 130) 
Ss. 819 1872(1100-3000) 2332(1100-3900) 2756(2000-4500) 77( + 64- 120) 
S. 820 2172(1200-3700) 3937(3200-5000) 1282( 818-2200) 1688( 700-2900) 
S. 823 1435(1000-2100) 2235(1600-3000) 7445(6400-8400) 98( 76- 130) 
S. 824 1097( 640-2200) 3306(1800-4900) 3325(2600-4200) 68( 53- 120) 
S. 825. 917( 730-1600) 3212(2000-4600) 4460(3200-5200) 100( 69~ 150) 
S. 827 2586(1900-4300) 2993(2200-4200) 7917(6400-10000) 92( 73- 130) 
S. 829 3208(2000-4500) 3247(2400-4000) 706( 410-1200) 77( 66- 110) 
S. 832 1821(1000-3200)  648( 300-1300)  688( 460- 820) 263( 150- 380) 
S. 833 1465(1000-1900) 2292(2000-2800) 2388(2000-2900) 80( 66- 120) 
S. 834 3085(2000-4300) 2445(2700-4600) 1002( 610-2000) 75( 62=- 96) 
S. 835 1425(1000-2200) 2976(1900-3800)  349( 230- 460) 128( 63- 370) 
S. 836 2398(1300-3800) 3355(2100-4700)  811( 450-1500) 71( 56= 89) 


* Souches isolées chez les animaux (bovidés), les autres étant d’origine humaine. 


écarts de 100 4 6 400 unités. Les surnageants de ce milieu pré- 
sentent des moyennes allant de 151 a 3665 avec des écarts de 
100 4 5 400. Sur le milieu SF4 (faible fluorescence), les moyennes 
des microorganismes vont de 251 a 4 810 avec des écarts de 200 
& 6500. Dans le cas des surnageants, les lectures extrémes varient 
de 50 a 4700, donnant des moyennes variant de 59 a 1565. En 
général, l’intensité de la fluorescence des surnageants des cultures 
est du méme ordre que celle des milieux de culture non ense- 
mencés. 
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Nous avons voulu déterminer quels étaient les écarts entre diver- 
ses souches d’une méme espéce. Le tableau JI montre l’intensité 
de la fluorescence primaire de 34 souches de staphylocoques. Les 


Tasteau II]. — Mesure de la fluorescence primaire en capillaires et 
comparaison avec des quantités connues de filuochromes en solu- 
tion (moyenne des intensités, 11 lectures par capillaire). 


eT ETS 


MICROORGANIS MES 
Corps microbiens Surnageant de la culture 
lavés en suspension aprés centrifugation 
ESPECES Milieu employé au 1/3 
quartz verre quartz verre 
SD pee Fe a Ee a ee 
Aspergillus niger (spores) Mueller-Stone 990 271 80909 18136 
Candida albicans Mueller-Stone 16267 1110 2473 3365 
Gorynebacteriumpseudo— a feller 4773 386 15313 2967 
diphtheriticum 
E. coli Mueller 5473 1289 13308 2545 
Neisseria intracellularis Mueller-Stone 38886 9695 86250 19886 
Pseudomonas aeruginosa Mueller-Stone 100000 34955 100000 34500 
Saccharomyces cerevisiae Mueller-Stone 46795 11841 91318 19364 
Sarcina lutea Bouillon ord. 12283 2783 16068 3142 
Serratia marcescens Mueller 9470 1777 23261 4665 
Staphylococcus aureus Bouillon ord. 21773 5373 1843 4683 
TE MOINS 
quartz verre 
Tube capillaire vide 409 214 
Milieux de culture stérile: 
Mluleller-Stone 96591 19954 
Mueller 14614 3189 
Bouillon ordinaire 31682 7745 
FLUOROCHROMES 
concentration mg/ml 
1 0,1 0,01 0,001 0, 0001 
Fluorescéine Na quartz 100000 100000 100000 9669 1728 
verre 100000 100000 16798 1702 ‘ 374 
A a mew ER Pee a ee a nes be aed, ee se 
Rhodamine B quartz 100000 100000 29007 4395 805 
verre 97610 38590 4313 851 306 
PS a ce EE Et Oe ee BE 
Orangé d'Acridine quartz 100000 64460 2300 1611 937 
verre 22700 23023 1225 431 283 


différences d’une souche a l'autre sont du méme ordre que celles 
qui ont été observées entre les espéces. Nous n’avons pas remar- 
qué de corrélation entre l’intensité de la fluorescence primaire 
des souches de staphylocoque et la coagulation du plasma, la 
liquéfaction de la gélatine, la fermentation du mannitol, l’hémo- 
lyse ou la pigmentation. | 


D’une cellule microbienne a l'autre et dans le méme champ 
microscopique, on pergoit A ceil des différences d’intensité ; pour 
certaines espéces, ces différences entre cellules vont jusqu’a des 
variations de couleur (pl.). Les différences de couleur entre espé- 
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ces sont constatées méme macroscopiquement sous la lumiére 
UV (pl.) dans le cas des frottis ou des extraits examinés. 


Nos mesures étant effectuées sur des frottis non fixés, les micro- 
organismes étaient pour la plupart vivants. Aprés chauffage de dix 
minutes a 80° C, les microbes ainsi tués conservent toute l’inten- 
sité de leur fluorescence, quoiqu’elle soit parfois légérement dimi- 
nuée. Les tampons phosphatés 4 pH 4,4, 7,0 et 8,8 diminuent 
d’environ 15 p. 100 l’intensité des frottis. Le tampon acide fait 
baisser l’intensité plus souvent que les deux autres, avec quelques 
exceptions. L’intensité des frottis n’a pas varié pendant la lecture, 
méme prolongée, d’un méme champ. 


B. — Intensité des suspensions aqueuses dans des capillaires. 


L’intensité de la fluorescence primaire de quantités connues 
de microorganismes en suspension et aussi celle de leur surna- 
geant de culture ont pu étre rapportées a une quantité connue 


3.000 


M. tuberculosis (BCG) 


2.500 


2.000 C.albicans: 


1.000 S. marcescens 


Unités d'intensité de la fluorescence 


(9) | 2 3 
Temps en minutes 


Fic. 2. — Variation de l’intensité de la fluorescence primaire en fonction du temps 
d’exposition aux rayons U. VY. Cultures sur milieu de Sauton. Microorganismes 
(condensateur en verre). 


de fluorochromes (tableau III). Les 11 lectures sur le méme 
capillaire donnent en général de trés faibles écarts. D’autre part, 
la lecture prolongée d’un méme endroit du capillaire a montré 
un modification de J’intensité sous ]’influence de Virradiation 
ultraviolette. Pour certaines espéces, les modifications sont consi- 
dérables. Les figures 2 et 3 montrent, en graphique, les intensités 
obtenues en examinant des suspensions microbiennes, exposées 
aux rayons UV pendant trois minutes. Les lectures ont été faites 
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toutes les dix secondes. L’emploi du condensateur en quartz au 
lieu du condensateur en verre, ne fait qu’amplifier l’intensité du 
phénoméne. Deux des espéces examinées ont montré au cours de 
Virradiation une augmentation de lintensité de la fluorescence 
primaire : Corynebacterium diphtheriae d’une facon irréguliére, 
et Mycobacterium tuberculosis (souche BCG) de fagon constante. 
Cette propriété avait d’abord été trouvée dans une fraction (grais- 
ses solubles dans l’acétone) de cette derniére bactérie (Frappier 
et coll. {4]). Dans les mémes conditions d’irradiation, plusieurs 
espéces subissent une baisse d’intensité assez forte, d’autres une 
baisse trés peu prononcée. A |’intérieur de la méme espéce, toutes 
les souches essayées ont présenté le méme comportement, 4 
l’exception du bacille diphtérique chez qui les variations ont été 
imprévisibles. 

Les figures 4 et 5 représentent |’évolution de l’intensité de quel- 
ques surnageants des cultures sur milieu Sauton aprés centrifuga- 
tion des microbes déja examinés. Le comportement des surna- 
geants en capillaires est trés différent de celui des microbes en 
cause, ce qui démontre que le phénoméne dépend des microorga- 
nismes et non des milieux de culture employés. 


Discussion. 


A. — A lexamen des frottis secs contenant des microorga- 
nismes lavés, ou leurs surnageants, on note, pour toutes les 
espéces, une intensité assez forte de la fluorescence primaire qui 
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s 


A. — Champ microscopique mettant en évidence la couleur jaune-verdatre de la 

fluorescence primaire de Staphylococcus aureus. (Ektachrome pour lumiére solaire, 
35 mm). 

B. — Champ microscopique mettant en évidence la couleur rougedtre de la fluo- 


rescence primaire de certaines cellules de Sarcina lutea parmi d'autres dont la 
fluorescence est jaune-verddtre. (Ektachrome pour lumiére solaire, 35 mm). 


C. — Frottis de Staphylococcus aureus montrant une fluorescence macroscopique 
jaune-verditre sous la lampe de Wood et avec filtre jaune. (Ektachrome, type F). 


D. — A gauche: Frottis de Sarcina lutea montrant une fluorescence macroscopique 

rougedtre sous la lampe de Wood et avec filtre jaune. A droite: Surnageant de 

la culture liquide dont la couleur de la fluorescence est jaune-verdatre. (Ektachrome, 
Type F). 

Ea. — Extraits acétoniques de microorganismes lavés: 1. Extrait de Pseudomonas 

aeruginosa dont la fluorescence est rougedtre. 2. Extrait de Staphylococcus aureus 

dont la fluorescence est verdatre. 3. Extrait de Sarcina lutea dont la fluorescence 
est rougeatre. 


Eb. — Mémes extraits: Absence de couleur en lumiére ordinaire. (Ektachrome 
type F). 
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peut étre mesurée avec précision au moyen de notre méthode. 
Nos résultats peuvent étre reproduits, a condition de respecter 
les conditions expérimentales décrites. 


La principale caractéristique qui se dégage de nos résultats 


Fic. 3. — Méme légende que la 
figure 2 (condensateur en quartz). 


C.a/bicans 


Unités d’intensité de la fluorescence 


M.tubercu/os/s (BCG) 


3 

22 S. marcescens 

| 

16) | 2 5 


Temps en minutes 


obtenus sur frottis secs, quels que soient les changements dans 
les conditions de culture et de préparation, est la variabilité de 
cette intensité d’une culture 4 l’autre ou méme d’une cellule a 
Vautre, ce qui suggére une hétérogénéité au sein de la population 
microbienne méme en culture pure (Hauduroy [5}). Il y a leu de 
remarquer que Jlintensité maximum observée chez certaines 
espéces cultivées sur milieu de Miieller-Stone a été soixante-quatre 
fois plus élevée que Vintensité minimum trouvée chez d’autres 
espéces. 

A cause de la grande variation de l’intensité de la fluorescence 
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3.500 
Fic. 4. — Méme légende que 


figure 2. Surnageants de culture 
(condensateur en verre). 
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Fie. 5. — Méme ,légende que fi- 
gure 2. Surnageants de culture 
(condensateur en quartz). . 
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d’une souche a l’autre, la mesure de la fluorescence primaire, 
sur frottis, ne semble pas pouvoir servir a la classification des 
microorganismes. Par contre, cette méthode permet de mettre 
en évidence au microscope de faibles différences, qualitatives ou 
quantitatives, de structure chimique chez des microorganismes 
qui semblent identiques quand on Jes examine en utilisant d’autres 
techniques. Des observations mettant en valeur cette sensibilité 
des méthodes basées sur la fluorescence ont déja été faites au 
sujet des muscles (Chance et Jébsis [2]) ou d’autres substan- 
ces [4, 3, 4, 13). La fluorométrie macroscopique est devenue une 
méthode importante d’analyse ; nos techniques sont leur contre- 
partie microscopique. 


Lorsqu’il s’agit de Jintensité totale des microorganismes 
« colorés » par des anticorps fluorescents, notre interprétation 
est évidemment limitée par la variabilité imprévisible de lune 
des composantes : la fluorescence primaire. I] ne faut pas oublier 
que l’intensité de cette derniére chez certains microorganismes 
saprophytes peut égaler celle de la fluorescence secondaire qui est 
apportée par les anticorps fluorescents (de Repentigny et 
Sonea [8)). 


B. — L’examen de suspensions aqueuses dans des capillaires 
donne des informations qui semblent liées aux caractéristiques 
de chaque espéce. 


Sous l’action des rayons ultraviolets, 11 se produit des modi- 
fications de l’intensité de la fluorescence primaire des microorga- 
nismes en suspension dans l’eau. Ce fait constitue un moyen 
supplémentaire d’étude. Nous n’avons pas observé ce phénoméne 
avec les frottis. L’action directe des rayons UV sur l’intensité 
de la fluorescence primaire des microorganismes n’est pas sur- 
prenante quand on se rappelle l’effet microbicide et mutagéne de 
ces rayons, qui peuvent causer aussi d’autres modifications au 
niveau intramoléculaire des structures chimiques. D’ailleurs, des 
changements analogues d’intensité observés dans l'étude des 
fumées a l’aide de la fluorescence ont été attribués a certains 
radicaux libres (Johnston [6]). Dans le cas de nos observations, 
les changements d’intensité sous l’effet des rayons ultraviolets 
semblent caractéristiques pour chaque espéce. 


Cette microméthode utilisant les capillaires pourrait s’ajouter 
aux méthodes actuellement employées dans l'étude et Viden- 
tification de certaines espéces microbiennes. Elle permet aussi de 
comparer l’intensité de la fluorescence primaire des microorga- 
nismes a celle de solutions de concentrations connues de fluoro- 
chromes, réalisant ainsi les bases d’une standardisation. 
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Au point de vue quantitatif, la microfluorométrie présente plu- 
sieurs avantages. A des concentrations suffisamment faibles, la 
quantité de Iumiére émise par une surface donnée d'une prépara- 
tion (champ microscopique) est directement proportionnelle ala 
quantité de substances fluorescentes et est indépendante de la 
distribution de ces substances. Cette caractéristique permet de 
considérer la microfluorométrie comme une méthode d’analyse 
quantitative [7, 42]. 


RESUME ET CONCLUSION. 


1° Tous les microorganismes examinés présentent une fluores- 
cence primaire dont l’intensité est mesurable dans nos conditions 
expérimentales. 


2° Sur frottis secs, l’intensité de la fluorescence primaire varie 
de facon assez imprévisible selon les espéces, les souches, les 
sous-cultures et les conditions de culture (pH, température, élé- 
ments nutritifs, etc.). Nous avons observé visuellement que cette 
intensité varie aussi d’une cellule a l’autre sur le méme frottis. 
Il n’y a pas assez de stabilité dans ces résultats obtenus sur 
frottis avec les cultures différentes d’une méme espéce pour les 
appliquer a la classification des microorganismes. Cependant, il 
serait peut-étre possible de différencier par ces méthodes les 
quelques espéces qui présentent réguliérement des intensités trés 
fortes de celles qui sont peu fluorescentes. En contrepartie, la 
mesure de l’intensité de la fluorescence primaire pourrait donner 
des indications précieuses permettant de mettre en évidence des 
modifications au niveau des structures chimiques des microorga- 
nismes. s 


3° En suspension aqueuse dans des capillaires l’ordre de gran- 
deur de V’intensité de la fluorescence primaire des microorga- 
nismes peut étre comparé a celui de quantités déterminées de 
fluorochromes. Ceci pourrait constituer la base d’une standardi- 
sation possible dans l’étude de leur fluorescence primaire. 


4° Sous Vinfluence de irradiation ultraviolette, pendant l’exa- 
men microscopique en capillaires des microorganismes lavés, il 
y a des modifications de Vintensité de la fluorescence primaire, 
cecl avec un comportement caractéristique pour certaines espéces 
en culture pure, ce qui pourrait servir de méthode complémen- 
taire a l’étude des microorganismes. 


5° L’ensemble de ces résultats indique que la microfluorométrie 
est une méthode d’analyse physico-chimique qui pourrait faire 
progresser les recherches en microbiologie. 
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SUMMARY. 


MiIcROFLUOROMETRIC STUDIES ON MICROORGANISMS. 
I. — PRIMARY FLUORESCENCE (AUTOFLUORESCENCE). 


Microfluorometry is a physico-chemical analytical method 
which was adapted in the present work to study microorganisms 
under the microscope. 

Primary fluorescence intensities of dried smears of 387 species 
of microorganisms and 384 strains of S. aureus were measured 
and compared on an equal volume basis. A definite variability 
has been found at the species and at the strain level. It is not 
therefore likely that differences in primary fluorescence smear 
intensities could be used in differentiating microbial species but 
they could prove to be useful in the study of discreet metabolic 
changes. We have already obtained intensity differences when 
cultivating the same strain in slightly different nutrient media or 
when age or pH were modified. 

In the second pari of our study, the intensities of the primary 
fluorescence of aqueous suspensions of microorganisms were 
measured in capillaries and were correlated with the intensities 
of solutions of fluorochromes of known concentrations. This is 
a preliminary step toward standardization, in determining the 
intensity of primary fluorescence of microorganisms. The latter 
has shown under the UV irradiation in capillaries : a decrease for 
most of the species, no modification in a minority, or an increase 
in two of the species examined (irregularly in C. diphtheriae and 
regularly in M. tuberculosis, BCG strain). The results are not 
due to the nutrient media. The modification in the intensities of 
the primary fluorescence of microorganisms, brought by time 
exposure (three minutes) to UV irradiation, under the microscope, 
could eventually be used as a supplementary method for the 
study and the identification of microorganisms. 


* 
x * 


Les auteurs remercient M"* Suzanne Grimard de sa précieuse 
collaboration technique. 
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L’ADSORPTION D’ANTIGENES 
PAR DES HEMATIES TANNEES 


par R. LINZ, E. LECOCQ et E. MANDELBAUM (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Université Libre de Bruczelles, 
et Laboratoire de Biologie Clinique 
de lH6épital Universitaire Saint-Pierre, Bruzelles) 


Les hématies traitées par l’acide tannique (hématies tannées) 
fixent des protéines antigénes et deviennent agglutinables par les 
immunsérums actifs sur ces antigénes (Boyden). On doit donc 
distinguer deux phénoménes: 1° la fixation des antigénes qui 
« sensibilisent » les hématies aux immunsérums; 2° la réaction 
des hématies ainsi sensibilisées avec les immunsérums, réaction 
d’ou résulte agglutination. 

La fixation des antigenes est étudiée dans la présente note ; 
la réaction avec les anticorps sera étudiée dans une note ultérieure. 


TECHNIQUES ET DEFINITIONS. 


_Les techniques proposées par Boyden [4] ont été appliquées au tan- 
nage des hématies, A la fixation des antigénes et 4 l’agglutination par 
les immunsérums, sauf dans les détails suivants : 


Hémaries. — Boyden s’est servi surtout d’hématies de mouton. Les 
hématies de lapin, de cobaye, d’homme, conviennent aussi bien. Si 
Vimmunsérum et les hématies trouvées sensibilisées proviennent d’ani- 
maux d’espéces différentes, il est prudent d’absorber les éventuels anti- 
corps normaux du sérum au moyen d’hématies non tannées ni sensi- 
bilisées. Pour éviter cette complication, nous avons choisi des hématies 
de la méme espéce animale que celle de l’immunsérum. On vérifie 
cependant toujours que le sérum ne posséde pas d’agglutinines nor- 
males pour les hématies. 

En général, nous avons employé des hématies et des sérums (normaux 
et immuns) de lapin. Dans ce qui suit, il sera entendu que, sauf autre 
indication, les unes et les autres proviennent du lapin. 


SOLUTIONS TAMPONS PHYSIOLOGIQUES. — Les solutions physiologiques addi- 
tionnées de tampons aux phosphates ont été décrites par Boyden. Nous 
désignons par TP6,4 la solution qui contient le tampon 4 pH 6,4. On 


(*) Manuscrit recu le 17 avril 1961. 
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sait que la solution qui contient le tampon 4 pH 7,2 (TP7,2) est addi- 
tionnée de 1 p. 100 de sérum sanguin chauffé trente minutes a 56°. Ce 
sérum provient d’un animal normal que nous choisissons de la méme 
espece que celui qui fournit les hématies. Selon qu’il s’agit de sérum 
de lapin, humain, etc., la solution est désignée par les abréviations 
TP7,2SL, TP7,2SH, etc. 


FIXATION D’ANTIGENE } SENSIBILISATION. — A une suspension d’hématies 
tannées 4 2 p. 100 en TP6,4, on ajoute un volume égal de solution 
d’antigene en TP6,4, ce qui la dilue de moitié. On abandonne le 
mélange A 37° (étuve) pendant trente minutes, en agitant de temps en 
temps. Les opérations se déroulent ensuite comme Boyden le préconise. 
Nous appellerons taux de Ja sensibilisation la dilution de l’antigene. 


Des expériences antérieures (Lecocq et Linz [3]) ont montré que : 
a) les hématies tannées centrifugées, conservées en culot 4 la glaciére 
A + 4°C, restent pendant trois jours faciles 4 sensibiliser lorsqu’on 
les traite ensuite par des antigénes protéiques ; en pratique, nous les 
avons conservées un jour au maximum; b) la sensibilisation est la 
méme, qu’on mette le culot d’hématies tannées en suspension a 2 p. 100 
dans TP6,4 et qu’on ajoute ensuite un volume égal de solution d’anti- 
géne, ou bien qu’on le mette directement en suspension a 1 p. 100 
dans une solution d’antigéne en TP6,4 deux fois plus diluée. 


AntTicrnEs. — Les antigénes suivants ont servi: sérums sanguins, 
chauffés 4 56°, d’animaux normaux (cheval, cobaye, lapin, bceuf) ou 
d’homme (groupe O); albumine du plasma de boeuf [fraction V de 
Cohn] (1), y-globuline de sérum de bceuf (1), albumine de plasma 
humain (2), y-globuline de sérum humain (2). Les albumines et globu- 
lines ont été mises en solution a 5 p. 100 dans la solution physio- 
logique (NaCl 0,9 p. 100) ; les solutions sont ajustées A pH 7,0, filtrées 
sur filtre bactériologique de Seitz, chauffées trente minutes A 56° et 
conservées A la glaciére (4°). ‘ 

Des extraits d’organes ont également été utilisés. Les organes (lapin, 
homme) sont débarrassés de leurs enveloppes et des gros vaisseaux, 
coupés en petits fragments, et longuement lavés avec la solution physio- 
logique (NaCl, 0,9 p. 100). On ajoute de la solution physiologique fraiche 
(1 ml pour 2 g), on broie et émulsionne dans un mélangeur électrique. 
On congéle & — 20°C, puis on fond a + 37°. On agite et on congéle 
a nouveau. On procéde a 6 a 10 gels et fusions successifs. On centrifuge 
quinze minutes 4 5 000 tours par minute et on recueille le surnageant. 
Celui-ci est employé immédiatement ou aprés peu de jours de conserva- 
tion & — 20° C. 

D’autres extraits protéiques sont préparés par la méthode de Miescher 
et Vorlaender [44]. Is contiennent beaucoup moins d’impuretés. 


(1) Produits commerciaux (Armour Laboratories, Kankakee, Illinois 
Uteaoe ; 


(2) Produits de la Croix-Rouge Néerlandaise (Centraal Laboratorium 
van Bloedtransfusiedienst, Nederlandse Rode Kruis, Amsterdam). 
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ImmunsERUMS. — Des lapins sont injectés dans les muscles de la 
nuque suivant la technique de Freund et coll. [2], au moyen d’un 
mélange d’antigéne (1 ml de solution contenant 1 a 5 p. 100 de pro- 
téines) et d’adjuvant complet (1 ml). En général, on ne pratique qu’une 
seule injection. Lorsque le sérum des animaux est devenu suffisamment 
actif, on préléve 10 ml de sang a la veine marginale de l’oreille, chaque 
semaine pendant quatre & six semaines ; puis, on saigne & blanc. Les 


sérums sont chauffés 4 56° et conservés A 4° sans addition d’anti- 
septique. 


AGGLUTINATIONS. — On prépare des gammes de dilutions de l’immun- 
sérum en TP7,2SL, de raison géométrique 1/2. On verse 0,2 ml de 
chaque dilution dans un tube A hémolyse, et on ajoute 0,2 ml de la 
suspension, a 2 p. 100, des hématies tannées et sensibilisées, ce qui 
dilue encore le sérum de moitié. Aprés deux heures A 37°, on fait 
une premiére lecture ; on laisse 4 la glaciére 4 4° pendant la nuit, et 
on fait la lecture définitive. 

L’agglutination est jugée, de préférence, sur l’aspect du dépdt d’héma- 
ties au fond des tubes : bouton régulier et rond, pas d’agglutination ; 
bouton irrégulier et festonné, agglutination. Le titre agglutinant est 
linverse de la dilution la plus poussée encore active. 

Boyden a déja remarqué que le Aitre d’un immunsérum peut varier 
fortement avec le lot d’hématies sensibilisées. Nous ajoutons qu’il peut 
varier d’un jour & l’autre pour un méme lot d’hématies, mais qu’il 
reste assez constant au cours d'une méme journée pour tous les échan- 
tillons d’un méme lot d’hématies. 

Chaque essai est accompagné de tous les témoins nécessaires : hématies 
non tannées + immunsérum, hématies tannées non _ sensibilisées 
+ immunsérum, hématies tannées et sensibilisées sans sérum, héma- 
ties tannées et sensibilisées + sérum normal. Aucun ne doit montrer 
d’agglutination. 


MARQUAGE DES PROTEINES PAR LE RADIO-IloDE. — Des antigénes pro- 
téiques ont été marqués par l’iode I selon la technique de Talmage 
et coll. [42]. Cependant, la concentration des protéines était fréquem- 
ment plus élevée que celle conseillée par ces auteurs (20 mg/ml). En 
outre, les protéines n’étaient pas toujours des globulines, Néanmoins, 
Jes solutions d’antigéne devenaient fort radioactives. 

Aprés dialyse et dilution en TP6,4, les protéines marquées sont 
mélangées avec des hématies tannées. Celles-ci sont ensuite traitées 
comme ci-dessus et agglutinées par les immunsérums. 

La radio-activité est mesurée dans un compteur de Geiger 4 fenétre 
mince (1,9 mg/cm?). Les solutions sont versées dans des cupules, a 
raison de 0,5 ml par cupule ; leur évaporation est hatée par exposition 
aux rayons infrarouges ; le résidu est soumis au compteur pendant 
dix minutes. Quant aux suspensions des hématies tannées et sensi- 
bilisées, leur résidu d’évaporation n’est pas homogéne. Mais, si on 
lyse les hématies, le résidu parait homogéne. Aussi, aprés lavage, les 
hématies sont-elles additionnées de 50 volumes, non pas de TP7,2SL, 
mais d’eau distillée ; la lyse est compléte aprés une heure environ 


a 37° ; puis on évapore en cupules. 
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Dans chaque expérience, la radioactivité de la derniere eau de dialyse 
des antigénes iodés et celle de la dernitre eau de lavage des hématies 
sensibilisées sont mesurées également. Bien que faibles par rapport 
A la radioactivité de l’antigene ou des hématies sensibilisées, elles sont 
néanmoins soustraites de ces derniéres. 

La radioactivité est exprimée en nombre de coups par millilitre et 


par minute. 
PARTIE EXPERIMENTALE. 


Exprrience 1. — Des hématies tannées de lapin sont sensibi- 
lisées au moyen de concentrations décroissantes d’un antigéne. 
Aprés incubation et lavages (5 lavages pour les concentrations 
fortes), elles sont mélangées avec l’immunsérum dirigé contre cet 
antigéne. Les résultats de deux essais, choisis 4 titre d’exemples, 
sont résumés dans le tableau I. 


Tasreau I. — Taux de sensibilisation d’hématies tannées et aggluti- 
nation par les immunsérums. 


{| 
ANTIGENE : \\ ANTIGENE : 
sévum de cheval normal albumine de plasma de beuf 
IMMUNSERUM : lapin n° 18 IMMUNSERUM : lapin n° 16, 
anti-sévrum de cheval anti-albumine de plasma de beuf 
Taux de Titre | Sensibilisation Titre 
sensibilisation agglutinant | (mg par ml) agglutinant 
1/1 10240 | 25 640 
1/10 2560 5 640 
1/50 2560 | I 640 
1/250 2560 | 0,2 160 
1/1600 2560 || 0,04 ‘ 80 
I /3200 2560 | 0,0008 fo) 
1/6400 640 | 
1 /12800 fo) 
| 


Lorsque le taux de sensibilisation est élevé, le titre agglutinant 
est également élevé. Ce titre ne change pratiquement pas lorsque 
le taux de sensibilisation diminue. Boyden avait déja noté ce fait. 
Cependant, lorsque le taux de sensibilisation devient trés faible, 
le titre décroit brusquement et tombe rapidement a zéro. II reste 
done longtemps indépendant du taux de sensibilisation ; au-dessous 
d’un taux critique, la sensibilisation est faible ou nulle. 


ExpERIENcE 2. — On verse une suspension d’hématies tannées 
de lapin a 2 p. 100 en TP6,4 dans six tubes : 2 ml dans les tubes A 
et B, 10 ml dans les tubes C et D, 50 ml dans les tubes E et F. 
On centrifuge et rejette les liquides surnageants. Les culots 
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d’hématies vont étre mélangés avec l’antigéne sensibilisant, par 
exemple une solution d’albumine de plasma de beeuf, fraction V 
de Cohn, a 0,25 mg par millilitre. 

Les culots A, C et E sont émulsionnés dans le volume habituel 
de la solution, soit 4 ml pour A, 20 ml pour C et 100 ml pour E. 
Les culots B, D et F sont tous émulsionnés dans 4 ml de la solu- 
tion. Le culot B est donc traité, comme A, par la quantité « habi- 
tuelle » d’antigene ; D par une quantité cing fois plus petite ; 
F par une quantité vingt-cing fois plus petite. Aprés incubation, 
on centrifuge. On conserve les surnageants. On lave les hématies 
et on les remet en suspension en TP7,2SL, uniformément 
a 2p. 100: c’est-a-dire, dans 2 ml pour les tubes A et B ; 10 ml 
pour les tubes C et D; 50 ml pour les tubes E et F. Chaque 
suspension est mélangée ensuite avec le sérum du lapin n° 16, 
anti-albumine de plasma de beeuf. On obtient les titres aggluti- 
nants suivants : 


Hématies A (quantité « habituelle » d’antigéne) ...... 320 
Hématies B (quantité « habituelle » d’antigéne) ...... 320 
Hématies C (quantité « habituelle » d’antigéne) ...... 320 
Hématies D {quantite ‘d’antigéne 1/5) 335.02. ae 20 
Hématies E (quantité « habituelle » d’antigéne) ...... 320 
Hématies F (quantité d’antigéne 1/25) .............. <2 


La quantité d’antigéne qui suffit 4 sensibiliser un volume donné 
d’hématies tannées, sensibilise donc mal un volume cinq fois plus 
grand et ne sensibilise plus du tout un volume vingt-cing fois 
plus grand. 

Les solutions d’antigéne qui ont servi au traitement des six 
culots d’hématies ci-dessus, recueillies aprés la centrifugation, 
contiennent toutes des protéines (réaction de Heller positive) ; elles 
restent toutes précipitables (méthode de l’anneau) par le sérum 
n° 16, anti-albumine de plasma de boeuf, qui n’a pas agglutiné 
les hématies F. 

Des résultats semblables sont obtenus avec d’autres antigénes 
(sérum de cheval, sérum de cobaye, sérum humain). 


Exprérience 3. — On dispose de plusieurs culots d’hématies, 
tous de 2 ml (donc suffisants pour 100 ml de suspension a 2 p. 100). 
Chacun est émulsionné dans 2,5 ml d’une dilution différente de 
sérum de cheval en TP6,4. Aprés incubation et lavages, on met 
les hématies en suspension a 2 p. 100 dans TP7,2SL et on mélange 
avec l’immunsérum 18, anti-sérum de cheval. Le tableau II montre 
que les hématies traitées par du sérum de cheval a une concen- 
tration inférieure 4 1/160 ne sont pas agglutinables ; si la concen- 
tration de ce sérum est égale ou supérieure a 1/160, elles sont 
agglutinables (titre 640). Or, 2,5 ml de sérum de cheval dilué 1/160 


oc 
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Tasteau II. — Traitement d’un volume constant d’hématies tannées 
(culot de 2 ml) par un volume constant (2,5 ml) de sérum de cheval 
a dilutions variables. 


| 


DILUTIONS DU SERUM DE CHEVAL|| AGGLUTINATION PAR L’IMMUNSERUM N° 18 


; I = ANTI-SERUM DE CHEVAL. 
(RECIPROQUE DES DILUTIONS) ee Sci etre te TS ES 


40 25600 
80 2560 
160 || 640 
320 < 10 
640 < 10 


contiennent autant d’antigéne que 100 ml de la dilution 1/6 400. 
Ils contiennent donc la méme quantité d’antigéne que le minimum 
nécessaire dans la méthode usuelle de Boyden pour sensibiliser 
de maniére efficace les hématies (suspension a 2 p. 100) [Cf. 
tableau I}. 

Il semble donc exister une certaine relation eutre la quantité des 
hématies tannées et la quantité d’antigéne nécessaire pour les 
sensibiliser de maniére efficace. 

ExpgRIENcE 4. — Quelle proportion d’antigéne sensibilisant les 
hématies tannées absorbent-elles ? Cette proportion varie-t-elle 
d’un antigéne a l'autre ? Varie-t-elle avec la concentration de 
Vantigéne ? 

Grace a l’emploi d’antigénes marqués par le radio-iode **7J, 
marquage qui n’altére pas leurs propriétés sensibilisantes, l'un 
de nous (Linz {6}) a répondu aux deux premiéres questions : les 
hématies tannées contenues dans 1 ml de suspension en TP6,4 
a 2 p. 100 (soit 0,02 ml d*hématies centrifugées) adsorbent 1 a 
10 p. 1000 des antigénes utilisés & des concentrations fortes 
(1/10 a 1/40) ; cette proportion semble la méme (aux impécisions 
de la technique prés), quel que soit l’antigéne. 

La méme technique permet de répondre a la troisiéme question. 
Soit du sérum de cheval dilué 1/10 en solution physiologique 
(NaCl 0,9 p. 100) et marqué par **"I. Le sérum de cheval marqué 
sera désigné par les initiales SC 1°41. Des dilutions convenables 
en TP6,4 sont mélangées avee des volumes égaux de suspensions 
dhématies tannées a 2 p. 100 en TP6,4, de sorte que les taux de 
sensibilisation soient 1/40, 1/160, 1/2 560 ou 1/10 240. Aprés incu- 
bation et lavages, un peu des hématies de chaque lot est mis en 
suspension a 2 p. 100 en TP7,2SL et mélangé avec le sérum du. 
lapin n° 18, anti-sérum de cheval. Le reste de chaque lot d’hématies 
est lysé dans l'eau distillée (voir Techniques). La radioactivité de 
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chacun est mesurée sur quatre échantillons de 0,5 ml; on calcule 
la moyenne. Les coefficients de variation, d’ailleurs faibles, ne 
sont pas indiqués : les énormes différences de radioactivité d’un 
lot a Pautre leur tent tout intérét. 

On voit que, dans les conditions de l’expérience, les hématies 
tannées ont adsorbé 1 a 10 p. 1000 de la quantité d’antigéne 
offerte, quelle que soit cette quantité (tableau III). La proportion 


Tasreau Il]. — Sensibilisation d’hématies tannées par du sérum de 
cheval marqué par J, 
RADIOACTIVITE 
‘ 5 N Proportion ||AGGLUTINANT 
a Nombre oe p. mille de |(DU s@RUM 18 
ig lela l’activité (anti SC) 
(hack-ground) ge gc. 
éduit) (x) | adsorbée (2) 
SC- upon Gilie. (Seer ee 11586 x 104 
| Derniére eau de dialyse....... 181 
| 
BSC dite 1/40 (4) ea a 12888 4 2560 
| Derniére eau de lavasery aac 62 
BP SC) dilwe 1/160... «206 4201 6 2560 
| Derniére eau de lavage....... 24 
| BT/SC-121 dilué 1/640 ....0... 793 4 2560 
Derniére eau de lavage....... || 9 
PL /SCAL diluérr [256020 2. «1. | 224 5 1280 
Weriiere ca derlAavage -ia2 17. fe) 
EE /SC- tir dilne 1/10240 ..)-.- 32 3 ao 
Derniére eau de lavage....... fo) 


(1) Le back-ground était de 18 c/min. 

(2) Cette proportion est calculée en tenant compte de Ja dilution de SC-!3!] et en 
déduisant de son activité, l’activité de la derniére eau de dialyse. Par exemple, si 
la sensibilisation a été faite au moyen de l’antigtne dilué 1/40, la proportion est 
(11586 x 104) — 181 

40 ; 
dhématies, on déduit d’abord l’activité de l’eau de lavage. 

(3) SC-111 non dilué: Le marquage a été effectué sur l’antigéne dilué 1/10 ; 
Vactivité trouvée a été multipliée par 10. 

(4) ET/SC-31] dilué 1/40 signifie: Hématies tannées sensibilisées par SC-!31[ 
dilué 1/40. 


calculée par rapport a Quant a Vactivité de l’échantillon 
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reste done dans des limites étroites, mais nos mesures ne sont 
pas assez précises pour faire des distinctions dans ces limites. 
En particulier, les hématies traitées par Je sérum de cheval mar- 
qué dilué 1/10 240 ne deviennent pas agglutinables par Je sérum 
anti-sérum de cheval ; elles ont peut-étre adsorbé |’antigéne, mais 
il faut noter que leur radioactivité ne dépasse lactivité du « back- 
ground » que de 32 c/mn/ml. 

Avec d’autres antigénes (sérum humain de groupe O, sérum de 
cobaye, albumine cristallisée du plasma de boeuf), les résultats 
ont été semblables aux précédents. 


ExpERIENCE 5. — Si un méme lot d’hématies tannées est traité 
successivement par plusieurs doses d’un méme antigéne, les effets 
sensibilisants s’additionnent-ils ? 

Choisissons des doses constantes et qui ne soient pas « effi- 
caces » isolément. 

Préparons les mélanges suivants de suspensions a 2 p. 100 
d’hématies tannées en TP6,4 et de sérum de cheval dilué dans le 
méme mélange : 


TUBES N° SUSPENSION D’HEMATIES SERUM DE CHEVAL 
INGE che bes etsy shone aM auapeliaucs sehe 17,5 ml 17,5 ml dil. 1/1600 
Bx slrsis cavalier alte ates sree shes inh atta 2,5 ml 2,5 ml dil. 1/800 
Cepia arcees Neds soebahans sen eka assis 215. te 2,5 ml dil. 1/550 
LVR eee ate Cro tet see ete nei ne ete heh as 2,5 ml 2,5 ml dil. 1/400 
| DY Sia orckcyao BO Ce oe ERE 2,5 ml 2,5 mil dil “/3420 
Lee Seis iva eee pense Sate 2,5 ml 255. Tat ail, 14 250 


Aprés incubation et lavages, les culots d’hématies témoins B a F 
sont conservés a la glaciére. Du tube A, aprés incubation, on 
retire 2,5 ml (fraction 1) qu’on centrifuge et lave dans TP Us 
et on porte le culot d’hématies a la glaciére. Quant au restant du 
tube A (15 ml), il est centrifugé, mais les hématies sont lavées 
dans TP6,4, puis remises en suspension dans 15 ml de TP6,4. 
On ajoute alors 15 ml de sérum de cheval dilué 1/1 600. Nouvelle 
incubation. On retire 2,5 ml (fraction 2) qu’on centrifuge, et dont 
on lave les hématies dans TP7,2SL ; on porte le culot a la glaciére. 
Le restant du tube (12,5 ml) est centrifugé, mais les hématies, 
lavées dans TP6,4 sont remises en suspension dans 12,5 ml de 
TP6,4 et mélangées avec 12,5 ml de sérum de cheval 1/1 600. On 
répéte le méme processus jusqu’a la sixiéme fois. On dispose 
alors de 6 fractions du méme lot d’hématies, sensibilisées une, deux, 
trois, quatre, cinq ou six fois en succession, par du sérum de 
cheval ; s’il y avait addition, les sensibilisations correspondraient 
done aux taux de 1/3 200, 1/1 600, 1/100, 1/800, 1/640 et 1/500 
respectivement. 


oe 
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Les hématies des témoins (B a F, et fraction 1 de A) et des frac- 
tions 2 a 6 sont remises en suspension a 2 p. 100 en TP7,2SL et 
mélangées avec le sérum du lapin n° 17, anti-sérum de cheval. 
Les titres agglutinants figurent au tableau IV. 


Tasreau IV. — Adsorptions successives de sérum de cheval sur des 
hématies tannées de lapin. 
| 
| Fe TITRE 
: ENSIBILISATION AGGLUTINANT 
SERIES No PAR LE SERUM DE CHEVAIL, DU SERUM 

| DE LAPIN 17 
| 
Ati can (eA. cher cele tee tateva oot 1 fois 1/3200 < 10 

<i\\ 1 oagee5 Uoesacn. 1 fois 1/1600 < 10 
|) a Soe moe omais dae 1 fois 1/1100 < 10 
{MGS a 1S). Bie eho ina 1 fois 4/800 < 10 
CGR MESS Be Ra eee ye tre 1 fois 1/640 Io 
| a gs settee Eset 1 fois 1/500 40 
|| 
WA APACHOI 2 Wei0. ssa: 2 fois 1/3200 (= 1/1600) (*) < 10 
HAS Eta CHON. 69) ois, u5'as 3 fois 1/3200 (= 1/1100) (*) 80 
PA ttachiow. 4 oe say. 6. 4 fois 1/3200 (= 1/800) (*) 80 
etAeitaetiOn: (5) nie. omc 5 fois 1/3200 (= 1/640) (*) 80 
HAS ATACHOIIMNO fics 02 2 6 fois 1/3200 (= 1/500) (*) 640 
1] 
| (*) Entre parenthéses, concentrations qui correspondent a la somme des concentrations 

employées. 


I] est curieux de constater que agglutination des hématies tan- 
nées sensibilisées 4 plusieurs reprises est toujours plus forte que 
le calcul ne le ferait prévoir ; l’immunsérum les agglutine, méme 
lorsque la sensibilisation calculée est inefficace chez les témoins 
traités une seule fois. Par exemple, comparez dans le tableau IV, 
la fraction 3 de la série A (trois fois 1/3 200 = 1/1 100) avec la 
série B. A vrai dire, la différence est faible. Il n’est pas certain 
quelle soit significative, bien qu’elle s’observe dans des essais 
avec un autre sérum anti-sérum de cheval (n° 18), ou dans des 
essais ou ont été utilisés d’autres antigénes (sérum humain de 
groupe O, albumine cristallisée de plasma de boeuf) et les immun- 
sérums correspondants. 

Les problémes posés par les adsorptions successives d’antigénes 
différents sont examinés ailleurs [9, 40}. 


Exprrience 6. — Le sérum de lapin est-il adsorbé par les 
hématies tannées de lapin, c’est-d-dire appartenant & la méme 
espéce animale ? 

Le sérum d’un lapin normal A, chaufté a 56°, est marqué par 
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le radio-iode 2“4I. Une solution 4 1/5 en TP6,4 est mélangée avec 
un volume égal de suspension 4 2 p. 100 d’hématies tannées de 
lapin en TP6,4; le taux de sensibilisation est done 1/10. On 
conduit parallélement deux essais : on utilise dans lun, les héma- 
ties tannées d’un lapin B, différent du lapin A qui a fourni le 
sérum; dans l’autre, les hématies du lapin A lui-méme. Aprés 
incubation et lavages, les hématies sont lysées par 50 volumes 
d’eau distillée et leur radioactivité mesurée au compteur de Geiger. 
Les résultats figurent sur le tableau V. 


Tasteau V. — Radioactivités de sérums marqués par I et d’hématies 
tannées traitées par ces sérums. 
NOMBRE DE COUPS/MINUTE 
Sévum du lapin A Sérum humain 
a a 
Hématies | Hématies peor a 
| du lapin B du lapin A indigida 
|| ss 
IBEKO esesgoybueVOl. WS Ga onto GOK 18 18 17 
i" 
\) ae sao Gisqboeey ESTES OSS oe 2886x104 | 2886x104 7241 X 10% 
1 ml derniére eau de dialyse | 
GUE COS Sather neo nesn I003 1003 980 
1 ml hématies tannées trai-' 
tées par ce sérum 1/10, puis| 
LV SECS Penerclvucickessis < susteatine.s« 14280 11594 2543 
1 mlderniére eau de lavage : 
Gen ces hemiatiesy erp are a ee 684 450 106 


Les hématies tannées de lapin adsorbent done le sérum sanguin 
de la méme espéce animale ; bien plus, elles adsorbent le sérum 
de l’animal méme dont elles proviennent. Dans l’un et l’autre cas, 
la proportion adsorbée est du méme ordre de grandeur que 
lorsqu’il s’agit d’antigénes hétérospécifiques. On calcule, en effet, 
aprés correction pour la radioactivité des eaux de dialyse et de 
lavage, que les hématies tannées B ont adsorbé 5 p. 1 000, et les 
hématies A, 4 p. 1000 de Vactivité du sérum A offert & la dilu- 
tion 1/10. 

Dans d’autres essais, le sérum a été remplacé par des extraits 
dorganes de lapin (reins, cceur, foie). Ces extraits sont marqués 
par **T et mélangés avec des hématies tannées de lapin comme 
ci-dessus. Les résultats sont semblables : les hématies tannées 
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deviennent radio-actives, méme si les organes ont été prélevés chez 
le méme animal que les hématies ; elles fixent 1 4 10 p. 1000 de 
la radioactivité des extraits. 


EXPERIENCE 7. — La capacité d’adsorber des antigénes homo- 
spécifiques ou autologues est partagée par les hématies tannées 
d’autres espéces que le lapin, celles de homme par exemple. 

Le sérum d’un individu humain est marqué par le radio-iode ™I, 
puis mélangé, soit avec des hématies tannées humaines d’un indi- 
vidu différent, de groupe O, soit avec ses propres hématies tan- 
nées. Les conditions d’expérience sont les mémes que ci-dessus. 
On constate que les hématies humaines tannées deviennent radio- 
actives. Dans exemple du tableau V, ot sérum et hématies pro- 
viennent du méme individu, les hématies ont adsorbé environ 
3 p. 1000 du sérum. 

Des essais semblables avec des extraits d’organes humains 
marqués par “I donnent des résultats similaires. 


ExpERIENCE 8. — Nous avons montré ailleurs (Linz et Lecocg [7)) 
que les hématies tannées de lapin peuvent adsorber les anticorps 
d’un immunsérum précipitant de lapin et étre agglutinées ensuite 
par l’antigéne correspondant. Si on sensibilise des hématies tan- 
nées de lapin par du sérum de lapin anti-sérum humain, et si on 
les mélange ensuite avec l’antigéne, c’est-a-dire du sérum humain 
de groupe O (absorbé au préalable avec des hématies de lapin 
non tannées ni sensibilisées), on observe une agglutination. Le 
titre est faible. Si on sensibilise les hématies tannées avec du sérum 
de lapin anti-sérum de cheval et si on agglutine au moyen de 
sérum de cheval, le titre est encore plus faible et l’agglutination 
n’est distinguée que si on secoue légérement le tube. Si on sensi- 
bilise les hématies tannées par du sérum anti-albumine de plasma 
de boeuf, addition d’albumine ne provoque aucune agglutination. 

Peut-on sensibiliser les hématies tannées d’un japin au moyen 
de son propre immunsérum ? Le lapin 113 a été immunisé contre 
le sérum humain de groupe O. On mélange son sérum avec les 
hématies tannées du méme lapin 113 en suspension dans TP6,4 
(taux de sensibilisation 1/2 et 1/20). Aprés incubation, lavages et 
remise en suspension dans TP7,2SL, on ajoute du sérum humain 
de groupe O absorbé par des hématies ni tannées, ni sensibilisées, 
du lapin 113. Une agglutination a lieu (titre : 16). 


Discussion. 


Si l’on fait varier dans des limites assez larges le taux de sensi- 
bilisation d’hématies tannées par un antigéne, leur agglutination 
par l’immunsérum correspondant n’est pas influencée: le titre 
reste constant. Cependant, si le taux est extrémement élevé, le 
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titre est un peu plus grand. Mais si le taux baisse au-dessous d’une 
valeur critique, le titre tombe et s’annule rapidement. 

Pour que la sensibilisation soit efficace, c’est-a-dire pour que les 
hématies traitées deviennent agglutinables par l’immunsérum, une 
certaine proportion doit étre respectée entre les quantités d’héma- 
ties tannées et d’antigéne mis en présence. Par exemple, la quan- 
tité minima d’antigéne nécessaire pour sensibiliser un volume 
donné d’hématies tannées est quarante fois plus grande que celle 
nécessaire pour sensibiliser un volume quarante fois plus petit. 
Cependant, une solution d’antigéne incapable de sensibiliser des 
hématies tannées de maniére efficace, reste précipitale par 
l’immunsérum : l’antigéne n’a donc pas été épuisé. 

Nous avons montré ailleurs (Lecoq et Linz {3]) que l’activité 
sensibilisante d’une solution d’antigéne est épuisée par des trai- 
tements successifs au moyen d’hématies tannées, bien que cette 
solution reste précipitable par l’immunsérum. Cependant, dans des 
mélanges de suspension d’hématies tannées 4 2 p. 100 en TP6,4 
avec des volumes égaux de solutions d’antigéne marqué par le 
radio-iode 1541, les hématies adsorbent 1 a 10 p. 1 000 de la quan- 
tité d’antigéne offerte, quelle que soit la concentration de l’anti- 
géne, méme si elle est insuffisante pour que la sensibilisation soit 
efficace. 

Si les hématies tannées traitées par une quantité insuffisante 
d’antigéne ne deviennent pas agglutinables par l’immunsérum, ce 
n’est donc pas parce qu’elles n’ont pas adsorbé d’antigéne, mais 
parce qu’elles en ont adsorbé trop peu. En outre, si une solution 
d’antigéne perd ses propriétés sensibilisantes aprés un _ petit 
nombre d’adsorptions successives sur des hématies tannées, ce 
nest pas parce que l’antigéne sensibilisant est épuisé. On doit 
soupconner l’intervention d’un principe inhibiteur de la sensibili- 
sation. 

Nous avons effectivement mis en évidence un tel inhibiteur dans 
des extraits aqueux d’hématies tannées [4, 5]. Des extraits sem- 
blables d’hématies non tannées ne sont pas inhibiteurs, mais le 
deviennent aprés addition d’acide tannique. L’acide tannique seul 
est cependant sans action. 

Le sérum de lapin normal chauffé 4 56°, a forte concentration 
empéche, lui aussi, la sensibilisation d’hématies tannées de lapin 
par les antigénes. Plus dilué, son action est faible, mais peut étre 
renforcée par l’addition d’acide tannique (Linz [5)). 

Le sérum de lapin inhibe-t-il la sensibilisation des hématies tan- 
nées parce qu’il est adsorbé sur elles et bloque les « sites réactifs » 
de leur surface ? Boyden [4] a déja soupeonné qu’il pouvait étre 
adsorbé. Nos expériences montrent que cette adsorption est réelle : 
les hématies tannées de lapin deviennent radioactives apres trai- 
tement par du sérum de lapin marqué par ™1I; elles adsorbent 
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environ 1 a 10 p. 1000 de la quantité offerte. Est-ce suffisant pour 
que la surface active des hématies tannées soit couverte entié- 
rement et qu'un autre antigéne ne puisse plus s’y fixer ? Ce n’est 
pas certain : le probléme sera examiné dans un mémoire ultérieur 
(Linz et Lecocq {10)). 


Les hématies humaines tannées sont également capables 
d’adsorber du sérum de leur propre espéce, du sérum humain. 
Les hématies tannées de lapin ou d’homme peuvent adsorber les 
protéines du sérum de l’individu méme qui a fourni ces hématies. 
Elles peuvent adsorber les protéines d’extraits d’organes homo- 
spécifiques. Elles adsorbent donc des protéines isologues et auto- 
logues. La proportion d’antigéne adsorbé, ici encore, est de l’ordre 
de 1 4 10 p. 1000. 

Les hématies acquiérent ainsi la réactivité immunologique propre 
a ces protéines. Par exemple, des hématies humaines tannées qui 
ont adsorbé des globulines humaines, deviennent agglutinables 
par le sérum anti-globulines humaines de Coombs (Linz et 
Lecocq [8)). 

Un cas particulier de cette adsorption de protéines sur des 
hématies tannées de la méme espéce animale est celui des anti- 
corps précipitants. L’adsorption de sérum de lapin anti-humain 
ou anti-cheval confére aux hématies tannées du lapin les propriétés 
immunologiques de ces sérums: elles deviennent agglutinables 
par le sérum humain ou par le sérum de cheval. Les anticorps 
adsorbés peuvent provenir de l’animal méme qui a fourni les 
hématies tannées. 


Il existe donc des circonstances ot les cellules d’un animal 
peuvent fixer les antigénes de ses propres humeurs ou de ses 
propres cellules et sont ainsi sensibilisées aux anticorps corres- 
pondants. A dire vrai, ces circonstances sont artificielles ; elles 
sont obtenues in vitro aprés altération des hématies par l’acide 
tannique. Mais ne peut-on imaginer que des modifications sem- 
blables se réalisent in vivo et portent sur des hématies ou d’autres 
cellules ? A la suite de ces modifications, ces cellules adsorbe- 
raient certains constituants nuisibles, ou qui, indifférents en temps 
normal, serviraient de points d’attaque 4 des anticorps circulants. 
Les cellules chargées de pareils constituants pourraient peut-étre 
aussi déclencher des phénoménes d’auto-immunisation. Ces hypo- 
théses sont actuellement soumises a l’investigation, 


CONCLUSIONS. 


1° Si l’on fait varier dans certaines limites la concentration de 
’antigene qui sert 4 sensibiliser des hématies tannées, le titre 
agelutinant de l’immunsérum correspondant n’est pas modifié. 
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2° Pour que la sensibilisation soit efficace, il faut que la quan- 
tité d’antigéne soit adaptée a la quantité d’hématies tannées. 


3° Dans les conditions habituelles d’expérience (c’est-a-dire 
dans certaines limites de concentration de |’antigéne), les hématies 
tannées adsorbent 1 4 10 p. 1 000 de Ja quantité d’antigéne offerte, 
quelle que soit cette quantité. 


4° Des antigénes homologues et autologues peuvent étre adsorbés 
par les hématies tannées et les rendre agglutinables par les immun- 
sérums correspondants. La proportion adsorbée est du méme ordre 
de grandeur (1 a 10 p. 1000) que celle des antigénes hétéro- 
spécifiques. 


SUMMARY 


ADSORPTION OF ANTIGENS ONTO TANNED ERYTHROCYTES. 


1. If the concentration of the antigen used to sensitize tanned 
erythrocytes is modified within certain limits, the agglutinating 
titre of the corresponding immune serum remains unmodified. 


2. The sensitization of tanned erythrocytes by an antigen is 
effective only when a certain proportion between the quantities 
of antigen and tanned erythrocytes is respected. 


3. Under usual experimental conditions the tanned erythrocytes 
adsorb 1 to 10 per 1 000 of the quantity of the antigen, whichever 
the quantity may be. 


4. Homologous and autologous antigens are adsorbed onto 
tanned erythocytes. These erythrocytes can then be agglutinated 
by the corresponding immune sera. The proportion of the homo- 
logous and autologous antigens adsorbed (1 to 10 per 1000) is 
similar to the proportion of heterologous antigens adsorbed. 
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DE LA 3, MACROGLOBULINE 
DES SERUMS DE MALADES 
ATTEINTS DE TRYPANOSOMIASE AFRICAINE 
A T. GAMBIENSE 


par P. MATTERN, R. MASSEYEFF, R. MICHEL et P. PERETTI (>) 


(Institut Pasteur de Dakar, 
Service de Biochimie de la Faculté de Médecine de Dakar, 
Service des Grandes Endémies de la République du Sénégal) 


Le premier souci du médecin qui se trouve en face d’un malade 
suspect de trypanosomiase est la mise en évidence de l’agent 
causal. Mais, dans un nombre appréciable de cas, la recherche 
du trypanosome dans le suc ganglionnaire, le sang, la moelle 
osseuse ou le liquide céphalo-rachidien reste négative, malgré un 
tableau clinique et biologique parfois trés évocateur. C’est pour- 
quoi, et depuis longtemps, on a cherché a déceler les modifica- 
tions humorales spécifiques, résultant de la présence du parasite 
dans l’organisme, dans l’espoir de découvrir un test diagnostique. 
En particulier, plusieurs auteurs [4, 40, 6, 3, 4} ont, mis en évi- 
dence des modifications de l’équilibre des protéines sériques par 
électrophorése libre ou sur papier. 

L’utilisation de la méthode d’analyse immuno-électrophorétique 
de Grabar et Williams [5], dont on connait le remarquable pou- 
voir de résolution, permettait d’espérer une meilleure connaissance 
des perturbations sériques au cours de la trypanosomiase. Nous 


présentons ici l'étude des sérums de 41 malades réalisée par ce 
procédé. 


MarTERIEL ET METHODES. 


Sérums. — Ils proviennent de 40 malades africains de la région de 
M’Bour (Sénégal) et d’une malade européenne habitant Dakar. Le 
diagnostic de trypanosomiase africaine a été porté aprés mise en 
évidence du parasite chez ces sujets. Neuf malades se trouvaient en 


(*) Manuscrit recu le 19 mai 1961. 
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premiére période (dite lymphatico-sanguine) et les 32 autres en seconde 
période, nerveuse. Le classement en périodes se fit en se basant sur 
les critéres classiques du liquide céphalo-rachidien : le malade entre 
en 2° période lorsque la concentration cellulaire dépasse 3 cellules 
par ul et lorsque lV’albuminorachie est supérieure 4 0,22 g¢ par 1. 


Pour tous les malades, des prélévements de sang ont été effectués 
avant tout traitement..Des examens répétés ont pu étre pratiqués chez 
8 malades en seconde période en cours de traitement par le mélarséne- 
Bal (1). 

Le sérum a été séparé du caillot dans les douze heures suivant la 
ponction veineuse. 


Les examens furent pratiqués sur des sérums fraichement prélevés 
et également aprés plusieurs mois de stockage 4 + 4° C et A — 25°C. 


Obtention de cryoglobulines. — Un grand nombre de sérums de 
trypanosomés conservés 4 + 4°C présentaient un précipité de cryo- 
globulines d’importance variable. Dans quatre cas, ce précipité a été 
isolé par centrifugation, puis dissous dans du sérum_ physiologique 
a Ja température du laboratoire. Par refroidissement, les cryoglobu- 
lines s’insolubilisent 4 nouveau. Elles ont ainsi été purifiées 4 cing 
reprises par dissolution dans le sérum physiologique, suivie de pré- 
cipitation et centrifugation & + 4°C. 


Précipitation immunologique en milieu gélifié. — Une rangée de trous 
de 1 mm de diamétre a été creusée dans du gel de gélose de 1,3 mm 
d’épaisseur. Chaque trou a recu environ 1 yl de sérum pur ou de 
dilution de celui-ci en progression géométrique de raison 2. Une 
deuxiéme rangée de trous identiques, paralléle 4 la premiére 4 une dis- 
tance de 4 mm, a recu des quantités constantes de 1 pl de sérum 
de cheval anti-f,-macroglobuline (2). Les plaques ont été ensuite trai- 
tées comme les lames d’immuno-électrophorése. 


Analyse immuno-électrophorétique. — La technique adoptée est la 
micro-méthode de Scheidegger [9], avec des modifications mineures 
(Masseyeff [7]). La révélation immunologique a été opérée avec deux 
lots différents du sérum de cheval anti-sérum humain normal de 
l'Institut Pasteur (n° 49 et n° 13411). 


Tous les examens ont été conduits par comparaison avec un sérum 
constitué par un mélange a4 parties égales de vingt sérums d’Africains 
adultes, jeunes, en bonne santé apparente. Ce sérum témoin a été 
stocké dans les mémes conditions que ceux des malades. 

Détection des anticorps anti-trypanosomes fixant le complément a 
Vaide d’un antigéne spécifique. — La technique quantitative de Kol- 
mer a été utilisée avec un antigéne purifié, obtenu a partir de try- 


(1) Arsobal Spécia. 
(2) Immunsérum de cheval, provenant de la maison Behring-Werke, 
Marburg, République Fédérale Allemande. 
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panosomes (T. equiperdum ou T. gambiense) selon un procédé ori- 
ginal (Pautrizel [8]). Ces anticorps ont été recherchés avec les sérums 
de malades, avec des solutions de cryoglobulines, et avec des sérums 
débarrassés de leurs cryoglobulines. 


R&ESULTATS. 


Chez 39 malades (8 malades en premiére période et 31 malades 
en deuxiéme période) des modifications frappantes du diagramme 
immuno-électrophorétique ont été constatées. Le fait majeur est 
la présence constante d’un are de précipitation trés intense corres- 
pondant a la 6,-macroglobuline, alors que ce trait est ténu et flou 
ou méme absent au niveau du sérum témoin (pl., fig. 1 et 3 a). 
La forme de cet arc de précipitation est normale, et en particulier 
ne présente pas la double courbure décrite pour le sérum de sujets 
atteints de maladie de Waldenstrém. 

D’autres altérations ont été observées dans la région des a,-glo- 
bulines et font objet d’investigations en cours. Elles n'ont en 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Analyse immuno-électrophorétique du sérum d’un malade trypanosomé. 
En haut: Sérum témoin (mélange de sérums normaux). 
En bas: Sérum du malade. 


Fic. 2. — Précipitation immunologique en gel de gélose du sérum d'un malade 
trypanosomé par un anti-sérum anti-6,-macroglobuline 

Rangée supérieure: Sérum témoin dilué en progression géométrique. 

Rangée inférieure : Sérum d’un malade trypanosomé dilué dans les mémes 
conditions. 

Rangée iniermédiaire ; Quantités constantes de sérum de cheval anti-8,-macro- 
globuline. ad 

Trous extrémes de gauche: Trou supérieur, sérum témoin. Trou inférieur, sérum 
du malade. 

Le systtme de précipitation £,-macroglobuline et anticorps correspondants se 

détache nettement et d’une facon continue des syst#mes annexes de précipitation. 

Cette technique approximative de dosage par comparaison permet de conclure Aa 

une £,-macroglobulinémie environ seize fois supérieure A celle du sérum témoin. 


Fic. 3. — Analyse immuno-électrophorétique du sérum d’un malade trypanosomé 
avant et aprés traitement. 
En haut: Sérum témoin. 
En bas: Fig. 3a. — Sérum du malade lors du dépistage. — Fig. 3b. — Sérum du 
méme malade six semaines plus tard aprés deux séries de traitement au 
mélarséne-BAL. 


Fic. 4. — Technique de précipitation identique a celle de la figure 2. 
Rangée supérieure : Sérum d'un malade trypanosomé lors du dépistage. 
Rangée inférieure: Sérum du méme malade six semaines plus tard aprés deux 
séries de traitement au mélarséne-BAL. 


Fig. 1 

Fig. 2 
Fig. 3a 
Fig. 3b 
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effet pu étre systématisées jusqu’ici, car elles dépendent fortement 
de la nature de ’immunsérum utilisé. Il semble exister une glo- 
buline a, supplémentaire lorsqu’on utilise ’immunsérum 491. Au 
contraire, Pimage est trés différente avec l’immunsérum 13411, 
avec lequel ce trait devient flou (probablement parce que la réac- 
tion s’opére en excés d’antigéne), tandis qu’une seconde 6,-glo- 
buline, beaucoup plus proche du réservoir d’anticorps, donne un 
trait trés intense chez le malade. Nous n’avons pas observé 
d’autres modifications dignes d’étre signalées, et en particulier 
pas d’augmentation de la B,-A-globuline. 

Si lon compare la précipitation en gélose par un immunsérum 
spécifique anti-B,-macroglobuline de deux gammes de dilution de 
sérums, l’un provenant d’un sujet trypanosomé, l’autre d’un 
sujet sain, on constate que le précipité s’observe chez le malade 
pour trois, quatre, voire méme cing dilutions de plus (pl., fig. 2). 

A la suite d’une thérapeutique spécifique, en l’occurrence le 
mélarséne-BAL, nous avons observé chez les 8 malades, dont nous 
avons pu réexaminer les sérums, une diminution importante du 
taux de la p,-macroglobuline (pl., fig. 3 a, 3 b et 4). 


Un nombre important des sérums examinés contenaient une 
cryoglobuline précipitant 4 + 4° C. Nous avons isolé ces pro- 
téines dans quatre cas : il s’agit de B,-macroglobulines, comme le 
prouvent : 

a) La précipitation par l’immunsérum spécifique anti-B,-macro- 
globuline ; 

b) L’analyse immuno-électrophorétique directe des cryoglobu- 
lines, pratiquée soit avec un sérum de cheval anti-sérum humain 
normal, soit avec le sérum spécifique anti-B,-macroglobuline ; 

c) L’épuisement par ces cryoglobulines du sérum de cheval anti- 
sérum humain normal ; on assiste a la disparition du trait de la 
B.-macroglobuline lorsque |’immunsérum ainsi traité révéle le 
sérum du malade. 


Les quatre cryoglobulines isolées et purifiées possédent des 
propriétés anticorps anti-trypanosomes. En effet, les solutions 
des quatre cryoglobulines (ramenées au volume sérique initial) 
furent soumises 4 une réaction de fixation du complément utilisant 
un antigéne spécifique et donnérent des réactions nettement posi- 
tives, mais d’une ou deux dilutions inférieures a la dilution limite 
du sérum original (respectivement 1/16, 1/32, 1/32 et 1/64). 

Les sérums cryoglobulinémiques, débarrassés au maximum de 
leur cryoglobulines, contiennent encore d’importantes quantités 
de £,-macroglobulines. Ils donnérent tous encore une réaction de 
fixation du complément nettement positive» du méme ordre de 
grandeur que la cryoglobuline correspondante. 
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Enfin, pour deux de nos malades, l’analyse immuno-électro- 
phorétique ne permit pas de mettre en évidence une augmentation 
des f,-macroglobulines ; il s’agissait d’un malade en premiére 
période et d’un malade en deuxiéme période. Aucune explication 
de cette négativité n’a pu étre trouvée. 


Discussion. 


Un seul diagramme immuno-électrophorétique concernant le 
sérum d’un trypanosomé a été, a notre connaissance, publié jus- 
qu’ici (Burtin [2]). Son aspect est tout a fait identique a ceux que 
nous avons observés. 


Il est en revanche possible de relever dans la littérature des 
travaux étudiant les protéines sériques des malades trypanosomés 
par électrophorése en veine liquide {9, 3} ou sur papier [4, 40, 
6, 44]. Les divers auteurs s’accordent pour souligner l’augmenta- 
tion de la fraction y-globulinique. Plusieurs d’entre eux ont 
remarqué la difficulté de délimiter les f- et les y-globulines, a tel 
point que Trincao et coll. {40} parlent d’une séparation imprécise 
due a l’onde « g ». Gall [8] a décelé des globulines inhabituelles 
qui se situent électivement entre la bande 6 et la bande y. Le Gac, 
Sice et Viollier [6] ont observé de telles globulines auxquelles ils 
donnent le nom de « composant H ». Nous pouvons maintenant 
interpréter correctement ces. constatations par laccroissement 
massif et constant du taux de la §,-macroglobuline, comme le 
montre l’are de précipitation si caractéristique des diagrammes 
immuno-électrophorétiques. Si nous n’avons pas mis en évidence 
augmentation des y-globulines, c’est que l’analyse immuno- 
électrophorétique se préte mal a une détermination quantitative 
de ces globulines. 


On sait que augmentation de la B,-macroglobuline n’est nulle- 
ment spécifique, puisqu’on la retrouve a un taux important dans 
la maladie de Waldenstrém, et A des taux moindres dans les 
cirrhoses hépatiques et dans certains syndromes inflammatoires 
(Burtin {2]). D’autre part, Bergot et coll. {4} ont observé fréquem- 
ment, chez des Africains de la région de Brazzaville, une augmen- 
tation de la B,-macroglobuline, sans que l’on puisse incriminer, 
d’aprés la publication de ces auteurs, une étiologie univoque. 
Cependant, hormis le cas trés spécial de la macroglobulinémie 
vraie, ou! le sérum donne souvent lieu a une précipitation massive 
dans la gélose et ou le trait de la macroglobuline posséde une 
double courbure particuliére, il ne semble pas qu’un accroissement 
tel que celui que nous avons observé se rencontre dans d’autres 
affections, tant d’aprés la littérature que d’aprés notre propre 
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expérience. Toutefois, nous nous proposons, dans un proche 
avenir, d’étudier tout particuliérement les sérums de sujets atteints 
d’affections s’accompagnant de perturbations de |’équilibre pro- 
tidique, au premier rang desquelles il faut placer les leishmanioses. 


CoNCLUSION. 


L’analyse immuno-électrophorétique de sérums de malades 
atteints de trypanosomiase africaine & Trypanosoma gambiense, 
nous a permis de déceler une augmentation exceptionnellement 
élevée de la B,-macroglobuline. 

A notre sens, cette méthode constitue un appoint précieux pour 
le diagnostic des cas douteux de trypanosomiase humaine afri- 
caine. 


Les sérums des trypanosomés contiennent souvent une cryo- 
globuline de nature £,-macroglobulinique qui posséde des pro- 
priétés anticorps anti-trypanosome. 


RiesUME. 


Les auteurs ont analysé par la méthode immuno-électrophoré- 
tique 41 sérums de malades atteints de trypanosomiase africaine. 
Dans tous les cas, sauf deux, le taux de la £,-macroglobuline est 
trés augmenté, se traduisant sur les diagrammes immuno-électro- 
phorétiques par un trait de précipitation trés intense. 

La précipitation spécifique en milieu gélifié de dilutions des 
sérums par un immunsérum anti-f,-macroglobuline confirme 
l’augmentation trés importante de cette protéine chez les malades 
trypanosomes. 

Chez un nombre important de malades, la £,-macroglobuline 
acquiert, du moins partiellement, le caractére de cryoglobulines. 
Ces cryoglobulines possédent des propriétés anticorps anti-trypa- 
nosomes. 


SUMMARY 


IMMUNOCHEMICAL STUDIES ON THE B,-MACROGLOBULINS 
IN SERA OF PATIENTS SUFFERING 
FROM AFRICAN J. gambiense TRYPANOSOMIASIS. 


Fourty-one sera from patients suffering from African trypano- 
somiasis were analyzed by means of the immuno-electrophoretic 
method. In all cases except two, the B,-macroglobulin titer was 
markedly increased, a fact evidenced on the immunoelectropho- 
retic diagrams by a very intense precipitation line. 
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Specific precipitation in agar-gel of dilutions of sera studied 
by an anti-f,-macroglobulin serum confirms the very important 
increase of this protein in patients suffering from trypanosomiasis. 

In many patients the f,-macroglobulin acquires, at least par- 
tially, the character of cryoglobulins. These cryoglobulins possess 
the properties of antibodies against trypanosomes. 
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LE TITRAGE DES SERUMS ANTIVENIMEUX 


lll. COMPARAISON, AVEC LE VENIN DE VIPERA ASPIS, ENTRE LES RESULTATS 
DES REACTIONS DE PRECIPITATION, DE SERO-NEUTRALISATION DE LA TOXICITE 
CELLULAIRE, ET DE SERO-PROTECTION CHEZ LA SOURIS 


par F. ROGER, Annie ROGER, R. LAMY et M. ROUYER (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus. 
Annexe de la rue d’Alleray et Annexe de Garches) 


Dans les deux précédents articles [4, 2], nous avons étudié la 
toxicité du venin de vipére pour les cellules de la souche KB et 
pour les souris inoculées par voie nasale. 

Nous avons montré a cette occasion que les deux ordres de 
phénomeénes étaient spécifiquement neutralisables aprés contact 
du venin avec le sérum de chevaux immunisés, la réaction in vivo 
et la réaction in vitro étant, par suite, théoriquement utilisables 
pour le titrage immunologique des sérums antivenimeux. 

Mais nous n’avions pas encore tenté une étude quantitative et 
comparée des deux ordres de neutralisation spécifique ; c’est donc 
le probléme que nous aborderons ici en rapportant, par surcroit, 
le détail des phénoménes de précipitation simultanément observés 
dans les tubes de culture. 


TECHNIQUES. 


Nous avons effectué des dilutions de venin de vipére et de sérums de 
chevaux normaux ou immunisés en utilisant pour chaque réactif une 
progression géométrique de raison 2, le liquide de dilution étant consti- 
tué uniformément par le milieu a l’hydrolysat de caséine déja employé 
au cours de nos premiéres expériences (Lamy et coll. [4]). 

Nous avons ensuite porté les deux réactifs dans des tubes de Kahn 
sous le volume final de 1 ml en ayant recours 4 une disposition en échi- 
quier qui permettait de faire varier logarithmiquement chaque concen- 
tration d’un réactif par rapport 4 chaque concentration de l’autre réactif. 

Les quantités de venin s’échelonnaient ainsi sur 11 dilutions entre 
8 mg et 3,84 ug par tube tandis que les dilutions de sérum en contact 
avec le venin se trouvaient étagées entre le 5° et le 640°. 

Aprés vingt-quatre heures de contact a + 4° C (température choisie 
dans le but de réduire au minimum l’inactivation thermique du venin), 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 13 avril 1961. 


390 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


les tubes contenant les mélanges venin-sérum ont été examinés précau- 
tionneusement une premiére fois au microscope inversé afin d’y détecter 
V’éventuelle présence d’un précipité méme microscopique. Ils ont été 
examinés une seconde fois vingt heures plus tard. 

Aprés un temps de contact de vingt-quatre heures au total 4 + 4° C 
entre le sérum et le venin, les tubes de Kahn ont finalement été agités 
de facon & disperser les précipités qui avaient pu s’y produire et le 
contenu de chaque tube, prélevé aussitdt, a été porté, d’une part, au 
contact de cellules KB préalablement collées depuis quarante-huit heures 
dans le fond de tubes de Kahn verticaux et stationnaires et, d’autre 
part, dans le poumon de souris inoculées par voie nasale. 

Pour cela, on a ajouté 0,5 ml des mélanges venin + sérum par tube 
de Kahn de culture ; les tubes contenant déja 0,5 ml de milieu au Tris 
4 18 p. 100 de sérum, les quantités de venin présentes dans chaque tube 
de culture étaient donc finalement inférieures de moitié aux quantités 
originelles et s’étageaient, par conséquent, de 4 mg 4 1,97 yg alors que 
les dilutions sériques finales s’échelonnaient, pour les mémes raisons, du 
10° au 1 280°. 

Les tubes de culture, incubés aprés inoculation 4 37°C , ont été ensuite 
examinés chaque jour au microscope inversé pendant quatorze jours, 
a la fois du point de vue des cellules et du point de vue de la progres- 
sion des réactions de précipitation. 

Les souris, d’un poids uniforme de 20 g, ont recu par voie nasale aprés 
anesthésie & ]’éther, 0,20 ml des mélanges virus + sérum, les quantités 
de venin inoculées, cing fois plus faibles que celles contenues 4 l/ori- 
gine dans les tubes de Kahn lors de l’incubation & + 4° C, étaient donc 
comprises entre 1,6 mg et 0,77 ug par animal. 

Les animaux ont été surveillés pendant quarante-huit heures, période 
de temps a laquelle se limite la mortalité (Roger et coll.) [2], mais nous 
n’avons pas tenté de différencier dans cette étude la mortalité précoce et 
la mortalité tardive, bien que cela soit possible d’aprés les critéres déga- 
gés lors d’un travail préliminaire (Roger et coll.) [2]. 


RESULTATS 


1° REACTIONS DE PRECIPITATION. 


Les résultats des lectures sont consignés dans les tableaux I, 
II et III, compte tenu de la dilution double des réactifs réalisée 
par le passage dans les tubes de culture. 

Les observations 4 + 4° C sont représentées par les signes + 
ou + selon l’intensité de la précipitation (entre parenthéses pour 
les observations de la quatriéme heure, sans parenthéses pour les 
observations de la vingt-quatriéme heure), tandis que les obser- 
vations effectuées & 37° C sont représentées par les chiffres 0,1 
et 2 selon l’intensité des phénoménes, Jes lectures des vingt-quatre, 
soixante-douze, quatre vingt-seiziéme heures et du treiziéme jour, 
seules rapportées, étant disposées dans ces tableaux selon l’ordre 
normal de l’écriture, de gauche a droite et de haut en bas. 


TABLEAU 
entre 
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I. — Phénoménes de précipitation observés 4 4° et & 37°C 
le sérum de cheval immunisé n° 129 et le venin de 
Vipera aspis. 
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Tasteau I]. — Phénoménes de précipitation observés a 4° et a 37°C 


entre 


Dilutions de sérum 


le sérum de cheval immunisé n° 135 et le venin de 
Vipera aspis. j 


bos en coat sec 
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a) A + 4°C, il n’y a pas une grande différence entre les résul- 
tats de la quatriéme et de la vingt-quatriéme heure, mais la lec- 
ture est plus facile aprés un jour. ag 

Les phénoménes de précipitation observes a ce moment s’éten- 
dent pour les trois sérums d’animaux Immunisés Jusqu a 62,5 pg 


Tanteau III. — Phénoménes de précipitation observés a 4° et a 37° Cc 
entre le sérum de cheval immunisé n° 131 et le venin de 
Vipera aspis. 
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de venin; ils ne dépassent pas les deux premiéres dilutions 
sériques (1/5 et 1/10) avec les sérums 129 et 135, mais s’étendent 
a la troisiéme dilution (1/20) avec le sérum 181. 

Pour la dilution du 1/10, les précipités sont dans l’ensemble 
plus importants et plus étendus avec le sérum 181, plus faibles 
et moins étalés avec le sérum 135, le sérum 129 occupant une 
position intermédiaire. 

La différenciation des sérums du point de vue de leur qualité 
précipitante globale a froid s’effectue, par conséquent, plus com- 
modément selon les dilutions de sérum que selon les dilutions de 
venin, mais les titres sériques ne paraissent pas toujours suffi- 
sants pour les distinguer : si le sérum 181 a bien, en effet, un 
titre du 1/20, les sérums 185 et 129, dont la bande de précipita- 
tion n’est pas équivalente, ont cependant un méme titre du 1/10. 
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Il n’y a aucune précipitation 4 froid avec les sérums de che- 
vaux neufs n° 4 et n° 10. 


b) A + 37°C, la précipitation s’étend nettement dés les pre- 
miéres vingt-quatre heures supplémentaires d’incubation avec 
les sérums des animaux immunisés et atteint les dilutions sériques 
du 1/20 et du 1/40, conservant encore un caractére mal différencié 
par rapport aux concentrations de venin pour la dilution du 1/20 
avec les sérums 129 et 181. 


Ultérieurement, on voit, pour chaque sérum, s’accroitre pro- 
gressivement la surface couverte par les phénoménes de préci- 
pitation et se séparer les zones individuelles de précipitation de 
sorte que l’observation doit étre prolongée aussi longtemps que 
possible. 


Comme cela est normal avec les réactions de précipitations, qui 
s’effectuent a leur optimum comme des réactions en proportions 
définies, les lignes de précipitation optima (obtenues en joignant 
entre elles les cases du tableau qui correspondent a des maxima 
pour chaque concentration sérique avec le systéme de chiffrage 
choisi), sont inclinées a 45° par rapport aux axes logarithmiques 
de coordonnées, l’échelle utilisée étant identique pour les deux 
grandeurs (espacement de 0,3 log). 


La progression de Ja précipitation s’effectue par conséquent 
aussi 4 45° au cours du temps, allant peu a peu vers les plus 
fortes dilutions simultanées de venin et de sérum. 


La précipitation prolongée a 37° C permet ainsi de distinguer 
trois réactions antigéne-anticorps prédominantes, nettement dis- 
tinctes pour les sérums 129 et 135 et qui ont, au contraire, une 
assez forte tendance a confluer pour le sérum 131. II existe peut- 
étre un quatriéme optimum décalé vers les plus fortes concentra- 
tions de venin et qui ne peut étre étudié avec précision pour les 
concentrations envisagées ici. 


Des procédés ultérieurs d’analyse (par purification chromato- 
graphique des fractions antigéniques du venin, par exemple) 
devraient rendre possible, l'étude séparée des différents complexes 
immunologiques et, corrélativement, leur évaluation quantitative 
pour chaque sérum d’animal immunisé, toute variation dans la 
concentration des anticorps devant obligatoirement se traduire, 
pour des concentrations de venin identiques utilisées dans les 
titrages, par un déplacement par translation de la droite de pré- 
cipitation correspondante (une diminution de moitié dans le titre 
des anticorps aboutissant, en effet, 4 un déplacement de la droite 
immunologique de 0,3 log vers la partie supérieure du graphique 
sur l’échelle des concentrations sériques). 
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En l’absence d’une telle séparation, il est difficile, sinon impos- 
sible, de savoir 4 quel complexe appartient chaque droite antigé- 
nique et, toute comparaison des sérums du point de vue des 3 
complexes immunologiques majeurs est illusoire. 


En conclusion : les réactions de précipitation 4 + 4° C pen- 
dant vingt-quatre heures permettent de déceler la masse globale 
des réactions antigéne-anticorps prenant naissance au contact du 
venin et des sérums d’animaux immunisés, alors que la précipi- 
tation prolongée 4 37° C rend possible une analyse immunologique 
au moins partielle et détecte 3 complexes antigéne-anticorps 
majeurs dans la bande de précipitation étudiée. 

Du point de vue de leur capacité précipitante globale, appréciée 
a froid, en se basant sur le nombre des tubes ot l’on a constaté 
un précipité et sur l’intensité des phénoménes de précipitation, 
les 3 sérums d’animaux immunisés s’échelonnent dans l’ordre 
suivant : 

Tet 129 185 

En ce qui concerne leur intérét pour l’analyse immunologique 
a 387° C, le critére de qualité est trés différent : un sérum étant 
d’autant plus satisfaisant pour les lectures que les droites de 
précipitation spécifiques sont davantage séparées les unes des 
autres ; ordre de classement étant alors : 


135 > 129 > 181 


Aucune précipitation n’a été observée en présence du sérum 
des animaux neufs n° 4 et n° 10, ni A + 37° ni a + 4°C. 


2° REACTION DE SERO-NEUTRALISATION EN CULTURES CELLULAIRES. 


Les résultats des lectures sont consignés dans sles tableaux 
IV, V et VI pour les sérums d’animaux immunisés 129, 131 et 135 
et dans le tableau VII pour le sérum normal témoin n° 4. 

Le maximum de netteté des lectures a été obtenu, comme dans 
le précédent essai, au quatriéme jour : c’est done uniquement 
aux données relatives a la quatre-vingt-seiziéme heure qu’ont 
trait les résultats rapportés ici, le critére de lecture au micros- 
cope inversé étant la constatation de massifs cellulaires décollés 
et noiratres dans le fond des tubes de culture, la notation + tra- 
duisant la présence de cellules entiérement détruites et la nota- 
tion + la survie de quelques rares cellules isolées. 


a) Lésions cellulaires en présence de sérum normal. — Les 
phénoménes observés sont absolument superposables pour les 
serums n° 4 et n° 10 qui ont exercé une trés faible influence pro- 
tectrice avec les deux plus fortes concentrations : il y avait, en 


effet, une protection partielle (+) avec la plus faible concentration 
de venin. 
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Tasreau IV. — Réaction de séro-neutralisation en cultures cellulaires 
(souche KB) et réaction de séro-protection chez la souris inoculée 
par voie nasale. Sérum de cheval immunisé n° 129. 


Dilutions de sérum 


Limites detoxicité: cellules souris 


Tasteau V. — Réaction de séro-neutralisation en cultures cellulaires 
(souche KB) et réaction de séro-protection chez la souris inoculée 
par voie nasale. Sérum de cheval immunisé n° 131. 


Venin en poids’sec % e x % YP og % a 
OY 4% oh LOW” ot’ 
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Dilutions de sérum 


Limites de toxicité: cellules souris 
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Pour les concentrations de sérums supérieures ou égales au 
quarantiéme, la limite de destruction cellulaire homogéne est 
constante quelle que soit la dilution et correspond en venin sec 
a 30,75 pg par tube de culture, c’est-a-dire exactement a la 
concentration trouvée lors des premiers essais (Lamy et coll. [4]) 
ainsi qu’a la concentration toxique en l’absence de sérum. 


Tasreau VI. — Réaction de séro-neutralisation en cultures cellulaires 
(souche KB) et réaction de séro-protection chez la souris inoculée 
par voie nasale. Sérum de cheval immunisé n° 135. 
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b) Lésions cellulaires en présence du sérum des animaux immu- 
nisés. — 'L’introduction des sérums antivenimeux a pour effet de 
réduire globalement le nombre des tubes ot lon constate des 
lésions cellulaires nécrotiques (12 tubes indemnes dans la zone 
toxique avec le sérum 129 et le sérum 131, 9 avec le sérum 135) 
et de faire apparaitre une relation entre la concentration sérique 
et le nombre des tubes protégés, avec constitution d’une zone 
indemne dans la partie supérieure droite des tableaux. 

Si nous comptons pour 1 les tubes détruits et pour 0,5 les 
tubes marqués + et si nous portons horizontalement en partant 
de la gauche des tableaux les longueurs correspondant a la 
somme des lésions observées pour chaque concentration sérique, 


on peut obtenir des points qui permettent de tracer la limite du 
phénomene de destruction cellulaire. 
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Pour les sérums 129 et 131, cette limite est linéaire et fait un 
angle de 30° avec la verticale dans le systéme utilisé ott le venin 
et le sérum homologue coexistent jusqu’é la fin de la réaction 
dans les tubes de culture. 

Avec le sérum 135, on observe, semble-t-il, un phénoméne de 
zone dans la réaction de séro- neutralisation, la limite du phéno- 
méne de toxicité étant verticale pour les 3 premiéres concentra- 
tions sériques ; la comparaison des 3 sérums ne peut donc étre 


Tasreau VII. — Limite de toxicité pour les cellules et limite de 
toxicité pour la souris en présence du sérum de cheval neuf n° 4. 
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réalisée par comparaison des distances horizontales entre le titre 
limite du venin et le titre obtenu en présence d’une concentration 
donnée de sérum immunisé; mais elle peut, en revanche, avoir 
lieu selon un axe vertical en effectuant la différence logarithmique 
des titres sériques maxima, c’est-a-dire évalués par rapport a la 
derniére concentration 100 p. 100 toxique de venin (80,75 ug). 

La derniére dilution active des sérums 129 et 131 est, dans ces 
conditions, le 1/320; elle est de 1/160 pour le sérum 185 qui est 
done de 0,3 log inférieur aux autres pour la protection des cel- 
lules KB. 


Le classement final est donc le suivant : 
12054, 13t 1135 
En conclusion, la réaction de séro-neutralisation de la toxicité 
du venin de vipére pour les cellules de la souche KB permet de 


constater l’existence d’une droite de neutralisation unique faisant 
avec la verticale un angle de 30° et telle que la quantité d’anticorps 


398 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


neutralisant une quantité donnée de venin varie avec la concen- 
tration des anticorps. 


On a, en effet, en prenant pour origine l’intersection de la 
droite de neutralisation et de la paralléle a l’axe des ordonnées 
et correspondant au titre limite du venin, si x est la concentration 
du sérum et y la concentration de venin neutralisée : 


oe Fou yy =Vz, 


log y = 


ce qui revient a dire que la concentration de venin neutralisée 
augmente comme la racine carrée de la concentration en anticorps. 
Une méme quantité de venin devient donc de plus en plus difficile 
a neutraliser 4 mesure que la concentration du venin augmente. 
Inversement, on peut également dire qu’une méme quantité d’anti- 
corps devient dans ces conditions de moins en moins efficace. 


Avec le procédé de neutralisation en cultures cellulaires, on 
doit aussi noter l’existence possible d’un phénoméne de zone 
(sérum 135), comme s’il existait pour certains sérums une frac- 
tion cytotoxique non neutralisable. 


3° REACTION DE SERO-PROTECTION CHEZ LA SOURIS 
INOCULEE PAR VOIE NASALE. 


Le résultat des lectures est également consigné dans les 
tableaux IV, V et VI, ot les souris mortes entre quelques minutes 
et quelques heures sont indiquées par la lettre m. 


‘Les données rapportées dans le tableau ont tenu compte des 
quantités de venin recues par les souris et du décalage de cing 
fois entre la quantité qui leur a été injectée et la quantité présente 
dans les tubes de culture. 


a) Mortalité des souris en présence de sérum normal. — La 
mortalité n’est pas influencée par la concentration du sérum des 
animaux neufs et ne dépend que de la quantité de venin adminis- 
trée aux animaux. 


Les phénoménes observés ont été rigoureusement superposa- 
bles avec les sérums des chevaux neufs n° 4 (voir tableau VII) et 
n° 10, la mort des souris ayant été réguliérement obtenue jusqu’a 
concurrence de 3,87 pg de venin contre 3 ug dans un précédent 
essai (Roger et coll. [2]. 

Comme dans le précédent essai d’ailleurs, la mortalité tardive 
s'est localisée aux 3 derniéres dilutions allant de 3,87 ug a 15,5 ug, 
les concentrations supérieures, correspondant A une mortalité 
survenant dans le courant des 12 premiéres heures et d’autant 
plus précoce que la dose de venin a été plus forte. 
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b) Mortalité des souris en présence du sérum de chevaux immu- 
nisés. — L’introduction de sérums antivenimeux a pour effet de 
réduire globalement la mortalité des animaux (17 survivants dans 
la zone toxique avec le sérum 129, 25 avec le sérum 131 et 10 
avec le sérum 135) et fait apparaitre une relation entre la concen- 
tration sérique et le nombre des animaux protégés avec, pour 
corollaire, la constitution d’une zone indemne dans la partie supé- 
rieure droite des tableaux. 


Tasieau VIII]. — Mortalité cumulée chez la souris inoculée par voie 
nasale pour les sérums 129, 131 et 135. 


Venin en poids sec 
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Dans la zone ot la mortalité existe, elle est également retardée 
ou partielle au voisinage de la zone de protection totale et l’on 
aurait pu étudier ici l’allongement du temps de survie ou prendre 
pour critére la proportion des animaux protégés mais cela ne 
nous a pas semblé commode pour les buts expérimentaux que 
nous nous proposions et pour lesquels nous avons préféré les 
titrages en échiquier. 

Pour obtenir une meilleure approximation de la forme du phé- 
noméne de protection et un meilleur tracé de sa limite en augmen- 
tant le nombre des animaux étudiés, nous avons porté ensemble 
dans le tableau VIII la mortalité pour les trois sérums en pré- 
sence des mémes dilutions de venin et nous avons compté comme 
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protégées les cases ol 2 animaux au moins avaient survécu, puis 
nous avons mesuré, pour chaque concentration sérique et a partir 
du titre limite du venin, une longueur proportionnelle au nombre 
des tubes protégés ; nous avons ainsi obtenu une nouvelle droite 
bilogarithmique d’inactivation dont les points sont moins bien ali- 
enés que ceux des droites de neutralisation cellulaire mais dont 
la pente est également voisine de 30°. 


Tarneau IX. — Utilisation de plusieurs concentrations sériques suc- 
cessives pour la détermination du rapport d’activité de deux 
sérums. 


Quantités de venin (log.) 
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Limite de toxicité du venin 


Dilutions de sérum (log.) 


La comparaison des trois sérums peut donc également s’effec- 
tuer en utilisant la différence logarithmique des abscisses ou 
celles des ordonnées, les droites de neutralisation se déplacant 
parallélement a elles-mémes selon la concentration des anticorps. 

Toutefois, en raison du moins bon groupement de la mortalité 
qui entraine un relative imprécision pour chaque titre horizontal 
ou vertical avec les souris, il nous a semblé préférable d’effectuer 
la comparaison des sérums en tenant compte non pas d’une seule 
mais du plus grand nombre possible de dilutions. 


Nous avons done utilisé les 4 concentrations sériques ow la 


2. ’ 
protection s exerce en commun pour les trois sérums d’animaur. 
immuntisés. . 
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Pour chaque concentration étudiée, nous avons ainsi (voir 
(tableau IX), si a est le titre du premier sérum et a’ le titre du 
second 
a, —4, =id 

a,—a, = dete. 
puisque les droites de neutralisation sont paralléles entre elles. 

Pour obtenir la distance logarithmique des deux droites, il 

suffit de faire la somme des différences logarithmiques corres- 


pondant & chaque concentration sérique étudiée et de diviser par 
le nombre de ces concentrations. 


On a done finalement : 


> 


ie —— GT 


= d 
n 


En appliquant cette formule au sérum 129, nous avons ainsi 
pour les 4 premiéres dilutions sériques 11 tubes protégés, d’ou : 


Giss = 12> 08) ="3,6-log, 
(0,3 étant le facteur logarithmique de dilution). 
De méme, on trouve pour le sérum 138] 
Gas; =O X03 =0 5,1 log: 
et pour le sérum 135 : 
Wis, =O 03 =.3,0 log: 
Si on prend comme référence le sérum 135 qui est le plus faible, 
il vient : 
pa ee Sak 2d135 2) 3,6 a 3,0 
n go 
OO gts Oa 5,1 — 3,0 


= = 0,52 log. 
n 4 ; 2 


Le classement des trois sérums par ordre de valeurs décrois- 


santes est donc : 
138129 S105: 


Le sérum 131 étant 3 fois plus actif et le sérum 129 1,4 fois plus 
actif que le sérum 135 chez la souris. 


En conclusion, la réaction de séro-protection de la souris contre 
la toxicité du venin de vipére admet également une limite linéaire 
unique. 

La droite de séro-protection in vivo, comme la droite de neu- 
tralisation cellulaire, fait un angle de 30° avec la verticale, de 
sorte que la concentration de venin neutralisée parait donc évoluer 
aussi comme la racine carrée de la concentration des anticorps. 
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RESUME ET CONCLUSIONS GENERALES 


Les réactions de précipitation prolongées 4 37°C sont sans 
grand intérét quantitatif pour le titrage des sérums antivenimeux 
tant qu’on nvutilisera pas avec elles des fractions purifiées de 
venin correspondant au moins aux divers anligénes majeurs et 
tant qu’on n’en connaitra pas la signification toxique. 


Les réactions de précipitation a froid pendant vingt-quatre 
heures semblent montrer un certain parallélisme entre le clas- 
sement ainsi obtenu et celui qui résulte de la neutralisation chez 
la souris, l’ordre de valeur des sérums paraissant dans les deux 
cas le méme; toutefois, la précipitation a froid ne permet pas 
d’effectuer une comparaison précise et chiffrée des différents 
sérums et demeure, par conséquent, de ce point de vue, trés infé- 
rieure 4 la séro-protection chez la souris. 


Les réactions de séro-neutralisation en cultures cellulaires et 
la réaction de séro-protection chez la souris inoculée par voie 
nasale sont limitées ]’une et l’autre dans les titrages en échiquier, 
par une droite unique avec le systéme bilogarithmique utilisé, de 
sorte que la concentration de venin neuralisée y semble, dans les 
deux cas, étre reliée a la concentration de sérum neutralisante x 
par une relation simple : 

y= Vv x 
qui traduit une inactivation immunologique s’effectuant en pro- 
portions variables et d’autant moins efficace du point de vue 
des anticorps que s’accroit davantage la concentration du venin 
a neutraliser. ; 

Les deux réactions d’inactivation permettent de comparer entre 
eux les sérums antivenimeux du point de vue de leur activité pro- 
tectrice, mais la protection des cellules ne parait pas résumer 
a elle seule toute l’activité des anticorps chez l’animal, car des 
sérums qui paraissent extrémement voisins dans leur activité 
appréciée en cultures cellulaires sont, au contraire, nettement 
différenciés par leur degré de protection chez la souris. 

Tout se passe donc, du point de vue des réactions immunolo- 
giques, comme st la toxicité pour les cellules n’était qu’un des 
éléments constitutifs de la toxicité chez l’animal. 

Cette constatation n’est pas pour nous surprendre étant donné 
Tintensité des phénoménes vasculaires observés chez la souris 
inoculée par vole nasale et qui rendent cet animal sensible a des 
quantités de venin dix fois inférieures a celles décelées par les 
cellules en culture ; le niveau physio-pathologique chez ]’animal 
dépasse, en effet, le simple échelon des cellules bronchiques ou 
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pulmonaires considérées isolément pour s’élever jusqu’a celui 
des mécanismes d’intégration circulatoires locaux dans un orga- 
nisme hautement différencié. 


La séro-protection chez lanimal doit donc, pour le moment, 
rester la base du titrage des sérums antivenimeuz et, de ce point 
de vue, la technique d’inondation pulmonaire que nous avons 
décrite parait présenter un incontestable intérét. 

La séro-neutralisation en cultures cellulaires nous fournit cepen- 
dant un moyen analytique d’étude capable de nous permettre de 
pénétrer plus profondément un des mécanismes locaux de |’acti- 
vité du venin. 


SUMMARY 
TITRATION OF ANTI-VENOM SERA. 
III. — Srupres on Vipera aspis vENOoM. COMPARATIVE STUDIES 


ON THE RESULTS OF PRECIPITATION REACTIONS, SERO-NEUTRALISATION 
OF CELLULAR TOXICITY AND SERO-PROTECTION IN MICE. 


Prolonged precipitation reactions at 37° will be reliable only 
when purified serum fractions are used. 

Precipitation reactions at low temperature during twenty-four 
hours do not allow accurate and numerical comparisons of diffe- 
rent sera, and, from this viewpoint, are less reliable than the sero- 
protection test in mice. The sero-protection test in animals remains 
the basis of titration of anti-venom sera. 
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ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE GANGLIONS 
LYMPHATIQUES APPAREMMENT SAINS, PRELEVES 
AU COURS D’INTERVENTIONS D’EXERESE 
PULMONAIRE CHEZ DES MALADES TUBERCULEUX 


par J. AUDRIN, G. MARET et J. ROUTIER (*). 


(Sanatorium « Rhéne-Azur », Briangon [Hautes-Alpes]) 


INTRODUCTION 


Dans les piéces qui sont prélevées au cours des interventions 
d’exérése pulmonaire effectuées au Sanatorium Rhdéne-Azur, sont 
pratiqués un examen anatomo-pathologique, macroscopique et 
microscopique, et un examen bactériologique approfondi des 
lésions qu’elles contiennent et du parenchyme plus ou moins sain 
qui accompagne les lésions. 

Les résultats de tels examens ont été trés souvent puhliés depuis 
de nombreuses années {4, 2]. Nous ne voulons pas y revenir une 
fois de plus. Cependant chez 45 malades, soit 57 p. 100 du nombre 
total des malades opérés pendant une période déterminée, nous 
avons eu a examiner des ganglions lymphatiques apparemment 
sains qui avaient été prélevés systématiquement, soit au cours de 
intervention, soit lors de l’examen anatomo-pathologique de la 
piece. 

Il ne s’agissait pas de ganglions caséeux pathologiques, tels 
que ceux qui provoquent des perforations bronchiques, ganglions 
dont l’étude a déja été faite, mais, comme nous venons de le 
dire, de ganglions apparemment sains, de la taille d’un petit pois, 
de consistance élastique, noiratres. A la coupe et au broyage, on 


met en évidence leur aspect anthracosique ; ils ne contiennent ni 
pus ni caséum. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 13 avril 1961. 
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Certains de ces ganglions ont fait objet d’un examen anatomo- 
pathologique microscopique qui a confirmé chez eux l’absence de 
lésions spécifiques. 

Ce travail relate les résultats de l'étude bactériologique de ces 
ganglions. 


TECHNIQUES 


1° PRELEVEMENTs. 


Les ganglions ont été prélevés au niveau du hile pulmonaire et plus. 
précisément dans la plupart des cas, au niveau du pédicule du frag- , 


ment pulmonaire dont on procédait a lablation. 


2° TECHNIQUE BACTERIOLOGIQUE. 


Les ganglions, de méme que les différentes lésions (nodules, fragments 


de parenchyme, parfois de cavités), prélevés au cours de l’autopsie de | 
la piéce, étaient broyés stérilement dans un mortier, en présence de | 


quelques millilitres d’eau bi-distillée stérile. Le caséum liquide était 
simplement dilué dans de l’eau. 

La suspension obtenue était ensemencée, sans traitement préalable, 
sur six tubes de milieu de Jensen (1). Avec cette méme suspension, 
on effectuait aussi un frottis pour y rechercher les bacilles 4 l’examen 
optique. 

D’autre part, chez chacun des malades soumis 4 une intervention 
d’exérése pulmonaire, une ou plusieurs cultures des expectorations 
recueillies directement ou par tubage gastrique avaient été auparavant 
mises en route aprés traitement par la soude 4 4 p. 100. 


Toutes ces cultures étaient considérées comme négatives si 
aucune colonie n’était apparue aprés huit semaines de séjour a 
Vétuve a 38°. 

Chaque fois qu’une de ces cultures était positive, nous avons 
étudié la sensibilité de la souche isolée aux six antibiotiques 
habituellement utilisés 4 Rhéne-Azur (streptomycine, PAS, INH, 
kanamycine, 1314 TH, viomycine). 


RESULTATS. 


1° RESULTATS DES CULTURES. 


Chez 14 des 18 malades positifs avant l intervention, nous avons 
trouvé des ganglions positifs, et chez 11 d’entre eux, des lésions 
positives (tableau I). 

Par contre, chez 3 seulement des 27 malades négatifs avant 


(1) Lorsque ce travail a été entrepris, nous ne connaissions pas 
encore le milieu de Coletsos [3]. 


i 
i} 
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Tasreau I. 
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intervention, nous avons mis en évidence des bacilles tubercu- 
leux dans les ganglions ou les lésions. 


2° CoMPARAISON ENTRE LES RESULTATS DES EXAMENS OPTIQUES. 


TaBLeau II. 
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Dans 10 des 18 lésions dont la culture a été positive, nous avons 
trouvé des bacilles AR a l’examen optique, et dans deux seule- 
ment des 16 ganglions positifs & la culture (tableau II). 


4 
3° COMPARAISON DES ANTIBIOGRAMMES EFFECTUES SUR LES 
DIFFERENTES SOUCHES ISOLEES. 


a) Chez 3 malades les antibiogrammes des souches n’ont pu 
étre effectués. 


b) Chez les 14 malades positifs 4 la culture avant |’intervention 
et dont ganglions ou lésions, ou bien les deux, étaient positifs, les 
antibiogrammes des souches étaient semblables dans 7 cas; dans 
5 cas, on notait une augmentation de la résistance A un ou plu- 
sieurs antibiotiques, 

Dans 2 cas seulement, les souches isolées dans les piéces ou 
les ganglions étaient plus sensibles aux antibiotiques que les 
souches isolées dans les expectorations. 


c) Dans chacun des 9 cas, ou, a la fois, les ganglions et les 
lésions avaient fourni des cultures positives, les antibiogrammes 
ont révélé une parfaite similitude des souches isolées. 
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DISCUSSION 


1° Chez les malades positifs 4 la culture avant |’intervention, 
nous avons trouvé, dans 78 p. 100 des cas, des bacilles dans les 
ganglions lymphatiques apparemment sains, dans 55 p. 100 des 
cas des bacilles dans les lésions tuberculeuses de la piéce d’exé- 
rése (dans 33 p. 100 des cas nous avons trouvé des bacilles unique- 
ment dans les ganglions). 


2° La comparaison des résultats des cultures et des résultats 
des examens optiques des ganglions et des lésions montre que, 
dans 77 p. 100 des lésions positives a la culture, on a trouvé des 
bacilles 4 l’examen optique, et dans 11 p. 100 seulement des gan- 
glions. 

Ceci prouve donc que les ganglions sont beaucoup moins riches 
en bacilles que les lésions. 


3° La comparaison des antibiogrammes effectués montre que, 
dans 86 p. 100 des cas, la souche isolée dans les expectorations et 
les souches isolées dans les piéces d’exérése ou les ganglions 
étaient les mémes ; l’augmentation de la résistance que l’on note 
dans 5 cas était vraisemblablement due au fait que l’isolement des 
souches des lésions ou des ganglions avait eu heu aprés l’isole- 
ment des souches des expectorations (deux a trois mois en 
général). 

Dans 14 p. 100 des cas, nous avons eu affaire 4 une souche 
différente (mais peut-étre, ici, la souche mise en évidence dans les 
ganglions ou les lésions ne représente-t-elle qu'une partie seule- 
ment de la population microbienne totale expectorée par le 
malade ?). 

Notons enfin que, lorsque chez un malade, ont pu étre isolées 
des souches a la fois a partir des ganglions et a partir des lésions, 
nous remarquons que ces souches sont identiques dans 100 p. 100 
des cas. 


CONCLUSION. 


En résumé, de cette étude ressortent les faits suivants : 

1° Chez des malades qui expectorent des bacilles avant de 
subir une intervention d’exérése pulmonaire, on trouve fréquem- 
ment des ganglions lymphatiques apparemment sains, qui con- 
tiennent des bacilles tuberculeux. 


2° Ces bacilles sont moins nombreux que ceux qui se trouvent 
dans les lésions tuberculeuses de la piéce, mais |’antibiogramme 
de ces bacilles montre qu’ils sont dans tous les cas identiques a 
ces derniers, et, sauf dans quelques cas, identiques a ceux qui 
étaient expectorés par le malade avant d’étre opéré. 


408 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


RESUME 


Les auteurs ont recherché les bacilles de Koch, chez 45 malades, 
dans les expectorations avant une intervention d’exérese pulmo- 
naire, dans les lésions tuberculeuses découvertes a l’autopsie de 
la piéce d’exérése et dans des ganglions lymphatiques apparem- 
ment sains prélevés au niveau du hile pulmonaire. 

Dans 78 p. 100 des cas ot les malades étaient positifs avant 
intervention, ils ont trouvé. des bacilles tuberculeux dans les 
ganglions. 

Ils montrent la similitude des souches isolées chez un méme 
malade a partir des expectorations, des lésions et des ganglions. 


SUMMARY 


BacTERIOLOGICAL STUDIES ON APPARENTLY NORMAL LYMPH NODES 
TAKEN IN THE COURSE OF PULMONARY EXERESIS IN TUBERCULOUS 
PATIENTS. 


Expectorations before pulmonary exeresis, tuberculous lesions 
found at necropsy in the exeresis material, and apparently normal 
lymph modes taken at the level of the hilus, from 45 tuberculous 
patients, were examined for the presence of Koch’s bacillus. 

In 78°, of the patients who were positive before the interven- 
tion, Koch’s bacillus was found in the lymph nodes. 

The similitude of the strains isolated from expectorations, lesions 
and lymph nodes of the same patient is pointed out. 


BIBLIOGRAPHIE H 
[41] Canerrr (G.). Le bacille de Koch dans la lésion tuberculeuse du 
poumon, Flammarion, édit., Paris, 1946. 
[2] Colloque sur les exéréses: le poumon, 1954, 40. 
[3] Cotetsos (P. J.). Ann. Inst. Pasteur, 1960, 99, 475. 


LE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DE LA DIPHTERIE 


par L. A. ROBIN, H. MAGARD et E. ALVES DE ALMEIDA (*). 


(Laboratoire central du Centre Hospitalier Régional, 
Hoétel-Dieu, ‘'Rouen) 


Indubitablement, pour les laboratoires familiarisés avec les 
cultures cellulaires, la méthode d’André et coll. [4] représente 
Vidéal pour le diagnostic biologique rapide de la diphtérie. 

Elle ne dispense toutefois pas de l’ensemencement d’un second 
tampon de prélévement sur les milieux classiques pour faire le 
diagnostic de la flore associée et étudier sa résistance aux anti- 
biotiques, ce qui est demandé pour toutes les angines, en milieu 
hospitalier. 

Il est bon, d’autre part, que l’épreuve du temps permette d’en 
apprécier la streté et, éventuellement, les défaillances. 

Nous n’avons pas la prétention de la supplanter mais d’indi- 
quer, pour les laboratoires ne pratiquant pas les cultures cellu- 
laires de facon permanente, une méthode bactériologique d’iso- 
lement et d’identification relativement rapide. Elle représente une 
amélioration sur la technique que nous avons antérieurement 
indiquée (Robin et coll. [2)). 


Milieux de culture utilisés. 
A. — MILIEU D’ISOLEMENT « D» 


Il s’agit d’un milieu d’isolement semi-différentiel. 


a) Mitieu bE BASE (peut se conserver plusieurs mois 4 tempéra- 
ture ordinaire) : 


Macération de? viande de msceul cit. cu crt ere 1000 mt 
Peptone pancréatique Biolyon .................. 20 g 
(Glin tiic Bane acc i Nene are eNO OPES AP reed fc lon Sera 5g 


Dissoudre la peptone en chauffant 4 80° environ. 

Ajuster 4 pH = 8,2. 

(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 18 avril 1961. 
Annales de l’Institut Pasteur, 404 n° 3, 1961. 27 
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Précipiter & l’autoclave a 120° pendant vingt minutes. = 

Filtrer 4 chaud, puis a froid, sur papier Laurent ordinaire 
mouillé. 

Verifier que le pH soit a 8,2. 


Ajouter : 
Blanc. dceut-alcaline.. 0: cee a feec een e tectat 500 ml 
fonacar = Oxoid L 212? Ao. -.cycee tere tens ieee 19 g 


(Concentration correspondant a 25 p. 1 000 de gélose ordinaire.) 

Précipiter a l’autoclave 120° pendant trente minutes et filtrer 
sur Laurent « carton mou ». 

Ramener a pH = 8,2 si nécessaire (en utilisant les produits 
indiqués, le pH ne varie pratiquement pas aprés cette précipi- 
tation). 

Répartir exactement 10 ml par tube de 18 mm x 180. 

Stériliser & 110° pendant trente minutes. 

Bouchons de caoutchouc stériles aprés refroidissement. 

Contréler la stérilité. 


b) Mixreu FinaL (conservation cing 4 six jours a + 4°). 


1° Faire fondre au bain-marie 4 100° un tube de 18 x 180 conte- 
nant 10 ml du milieu de base. Maintenir ensuite 4 60° — 55° au 
bain-marie. 


2° Préparer : 


Bieula eau Geigy: enipoudre q-25. ..ce ook ees 0,2 g 
Hawwbidistiliée istériles.e-5...sics..e-beenee ase ce 10 “ml 


Faire dissoudre puis chauffer au bain-marie 4 100° pendant 
cing 4 dix minutes. 
Laisser refroidir. 
(Se conserve six jours en glaciére 4 l’abri de la lumiére.) 


4 


3° Au milieu de base fondu et maintenu A 60° ajouter : 


Serum: deuchevalsfiliné-sunsSeitz, Anesskigjace eee 6 3,5 ml 
Extrait globulaire filtré sur Seitz ................ 1,5 ml 
Saccharose 4 30 p. 100 filtré sur Seitz .......... 1 ml 
Urée 4 5 p. 100 dans eau bidistillée stérile ...... 0,05 ml 
Rourerdegphenolens Or mpl OO sre ae 0,32 ml 
Bleu & 2 p. 100 en eau bidistillée stérile ........ 0,10 ml 


Bien mélanger aprés chaque addition sans faire de bulles d’air 
et couler en boites de Petri de 100 mm de diamétre. 

Le pH final du milieu est de 7,8. 

Le milieu doit étre, aprés refroidissement, rose vif, trés trans- 
parent. 

Contréle de stérilité, vingt-quatre heures A 37°. 

Conservation six jours au maximum en glaciére A + 4°, 
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B. — MILIEUX D’ IDENTIFICATION 


On part de: 


a) MILIEU DE BASE : 


Kau peptonée (trypsique) 4 2 p. 100 stérile ........ 100 ml 
Plancsd-cout ealcalm-sterile, 0 ty ss1 sae elo aoe ee 50 ml 
iptralt. clobulairessterilely..sa<.0- crest nas ove 25 ml 
pl 7,8 


(Se conserve au moins un mois & la température ordinaire.) 


b) Mitieux DIFFERENTIELS. 


On prépare au moment de l’emploi : 


i BI ces G2 Peed Oyo) Se NG ot, eRe iR Ae EE A evn 1G) nal 
house ve phenol a 0.2 p. WOU no o:.ac-2esccie oa 0,31 ml 
Sola p. LOO Hlewuca WeawNGeigy ss .2 0. oc. es 0,10 ml 


Dans des tubes a hémolyse étiquetés, on répartit aseptiquement 
ce milieu a raison de: 


LE Sadi LPFORIE. go H6i Lele vestry abate ste usenet mica ae 12 tubes (1) 
OS ttamle parrtube? "22 ee Peete eee te 6 tubes (II) 


1° Dans six tubes (I), on ajoute : 
Glucose solution stérile 4 30 p. 100.... I goutte par tube 
2° Dans six tubes (I), on met: 
Saccharose solution 4 30 p. 100 filtrée 
Siu te oS 20 67 Alea ea Reet SORES ner nllees nape Rear I goutte par tube 
3° Enfin dans six tubes (II) on ajoute : 
Solution 4 4 p. 100 stérile de dextrine 
précipitée par l’alcool [2] ............ 0,5 ml par tube 
On obtient ainsi six séries de milieux différentiels, chaque série 
comprenant : 


Mie  O1UCOSDE Serial mire ardshee aorenuselo rows sae Coe ares 1 tube 

Milne tSACCMANOSE resets orcs rae ae re ware omede tare 1 tube 

(MALLETT. GOXARAGIG A ete art ott sere oltieto as tetera Gone 1 tube 
Technique. 


A. — ISOLEMENT 


Les prélévements de gorge sont effectués et transportés selon 
la technique antérieurement indiquée (Robin et coll. [2]. 

1° A Varrivée au laboratoire, sur lames stériles froides, on 
effectue deux étalements en roulant le tampon a prélévement. 
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Coloration au Gram, l’un des frottis étant plus décoloré a Valcool 
que l'autre. 


2° Puis le tampon est mis dans un tube de 18 x 180 contenant 
0,5 ml de bouillon nutritif stérile. On exprime le tampon, dés 
qu’il est imbibé, sur les parois intérieures du tube. 


3° De cette suspension microbienne soigneusement agitée, on 
préléve a la pipette Pasteur une petite goutte qu'on dépose sur 
le bord d’une boite de milieu « D » préalablement chauffée a 37° 
et dont la surface sera séche. 


4° Avec un agitateur coudé en verre, stérile, dont la petite 
branche ne dépasse pas 1,5 cm de long, on étale la goutte a la 
surface du milieu, de maniére a avoir des colonies parfaitement 
isolées. 


Un examen préalable, entre lame et lamelle, de la suspension 
microbienne, aura permis d’apprécier sa richesse en germes et 
de la diluer éventuellement. 

Pour les opérateurs peu entrainés, il sera préférable d’ense- 
mencer deux boites sans recharger. 


5° On place les boites ensemencées, couvercle en bas, a l’étuve 
a 387° en atmosphére humide. 


6° Lecture entre la vingtiéme et la vingt-sixieme heure. Les 
caractéres culturaux énumérés ci-dessous ont été constatés sur 
des cultures de vingt-deux heures. 


B. — LECTURE A LA VINGT-DEUXIEME HEURE 
Elle doit porter sur des colonies parfaitement isolées a l’exclu- 
sion de toute zone a colonies confluentes ou trop rapprochées. 
Les germes fermentant le saccharose donnent des colonies 
allant du vert jaundtre + pale au vert-bleu + foncé. 


Les germes hydrolysant l’urée donnent des colonies de la 
méme teinte rose vif que le milieu ou plus foncées. 


Les germes indifférents au saccharose et a l’urée donnent : 


a) Soit des colonies rose jaunatre a rose orangé, tels les bacilles 
diphtériques. 


b) Soit des colonies roses ou incolores ou bleutées par trans- 
parence, 


Nous n’indiquerons ici que les caractéres culturaux des seuls 


bacilles Gram positifs dont la morphologie est ou rappelle celle 
d’un Corynebacterium. 
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Dans une note ultérieure, nous décrirons ceux des autres 
germes de la gorge sur milieu « D »; qu’il nous suffise pour le 
moment de dire qu’on peut facilement les différencier des pré- 
cédents, soit par la couleur, la taille, l’aspect de leurs colonies, 
soit par un simple Gram, leur morphologie étant parfaitement 
conservée. 


1° C. diphtheriae (gravis et mitis). — Colonies de 1,5 a 2 mm 
rose jaunatre, entourées d’un halo trés légérement jaunatre, bom- 
bées, lisses, brillantes, a reflet blanchatre par réflexion. 


Par transparence, colonies semi-opaques a centre plus foncé, 
circulaires a bords réguliers, légérement granuleuses a la 
loupe x 12. 


C. diphtheriae (intermedius). — Caractéres identiques, mais 
diamétre de 1 4 1,5 mm. 


2° C. hoffmanni. — Colonies de 1/4 4 1/10 de millimétre, roses, 
bombées, lisses, circulaires, brillantes, 4 reflet légérement blan- 
chatre par réflexion. 

Par transparence, colonies a centre opaque, semi-transparentes 
en périphérie, parfois granuleuses. 


Les dimensions de ces colonies et leur coloration permettent 
de les différencier nettement de C. diphtheriae. 


8° C. cutis commune. — Colonies de 1 mm environ, jaune 
verdatre, entourées en général d’un petit halo jaune verdatre 
quand on les regarde par transparence sur fond blanc ; luisantes 
a reflet blanchatre, peu bombées. 

Par transparence, semi-opaques, a centre plus foncé, circulaires, 
a bords réguhers. 


4° Autres diphtérimorphes. — Caractéres variables, certains 
ayant des colonies pouvant rappeler C. diphtheriae. 
D’ou la nécessité du diagnostic différentiel ci-dessous exposé. 


5° Listeria monocytogenes. — 1/2 4 1 mm. Colonies rose jau- 
natre, rondes, bords réguliers, sans halo, bombées, trés brillantes. 

Transparentes a centre légérement opalescent. 

Les colonies suspectes (1 4 2 mm, rose jaunatre, semi-opaques) 
seront prélevées et entiérement émulsionnées individuellement 
dans VIII gouttes de bouillon « BOEG » (Robin et coll. [2]) en 
tubes a hémolyse ; une coloration au Gram vérifiera qu’il s’agit 
bien d’un diphtérimorphe. 

Les colonies des autres germes seront identifiées suivant les 
données classiques propres a chaque germe. 
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C. — IDENTIFICATION 


On opére sur quatre 4 cing colonies suspectes. 


Chaque suspension sera ensemencée aseptiquement : 


II gouttes dans un milieu différentiel glucosé ; 
II gouttes dans un milieu différentiel dextriné ; 
II gouttes dans un milieu différentiel saccharosé. 


Chaque série de tubes sera mise au bain-marie a 38°. 

Une série de tubes témoins non ensemencés accompagnera 
chaque lot d’identification. 

Lectures a la huiti¢me heure, puis 4 la quinziéme et vingt- 
quatriéme heure. 


1° A la huitiéme heure. 


GLUCOSE DEXTRINE SACCHAROSE 
C. diphtheriae (3 variétés) vert jaune-verdatre brun-rose 
List. monocytogenes vert jaune brun-rose 
C. hoffmanni rose rose rose 
C. cutis commune rose rose clair rose 
(certaines souches trés rares) vert rose vert 


Autres diphtérimorphes non pathogénes variables, mais se diffé- 
renciant nettement de C. diphtheriae dans 98 p. 100 des cas. 


2° A la quinziéme heure. 


C. diphtheriae vert émeraude vert , Tose vif 
(précipité) (+) 
L. monocytogenes vert vert-jaune rose vif 
(pas de précipité 
en général) 
C. hoffmanni rose rose rose 
C. cutis commune vert émeraude rose vif vert 
(pécipité) 


38° A la vingt-quatriéme heure. 


Les caractéres de la quinziéme heure s’accusent ou apparais- 
sent pour certains culis retardataires. 

La différenciation entre C. diphtheriae et List. monocytogenes 
se fera aisément en deux heures en ensemencant largement a la 
pipette Pasteur un tube & hémolyse contenant 2 ml de milieu de 


(1)L’albumine d’ceuf précipite dans le milieu dés que le pH est infé- 
rieur a 5,6. 
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Rochaix solide. Etuve 4 37°. Noircissement net s’il s’agit de Lis- 
teria ; pas de noircissement pour C. diphtheriae. 

L’éventualité d’une telle différenciation est rare. 

Nous avons rencontré, sur 87 souches de C. diphtheriae iden- 
tifiées par cette technique, une seule souche ne tuant pas le cobaye, 
dépourvue de pouvoir toxigéne (Edward et Allison [8], Ranta- 
salo [4]). Morphologiquement, cette souche présentait des signes 
de dégénérescence. 


Avantages et inconvénients. 


INCONVENIENTS DU MILIEU « D ». 


1° Milieu d’isolement trés riche, se souillant facilement si on 
ne manipule pas aseptiquement. 


2° Conservation du milieu final limitée a cing a six jours a 
+ 4°. 

3° Nécessité d’un pH = 7,8 bien ajusté et l’obtention de colo- 
nies bien isolées. 


4° Prix de revient un peu élevé. 


AVANTAGES DU MILIEU « D ». 


1° Milieu trés transparent et sur lequel la morphologie de tous 
les germes est parfaitement bien conservée. 

Les caractéres culturaux sont trés aisément observés par trans- 
parence et par réflexion ; on peut méme les observer facilement 
au microscope a faible grossissement. 


2° La répartition en boite de Petri rend les repiquages plus 
faciles. 


3° Elimination facile a l’eil nu dés la vingt-deuxiéme heure du 
diphtérimorphe le plus fréquemment rencontré dans les gorges 
humaines : C. hoffmanni. 


4° Diagnostic facile a l’ceil nu de la plupart des saprophytes du 
rhino-pharynx en raison de la diversité de taille, d’aspect et de 
coloration de leurs colonies. 


5° Diagnostic bactériologique rapide de la diphtérie (trente 
heures isolement et identification). 
6° Les espéces aérobies les plus fragiles poussent aisément sur 


ce milieu (N. intracellularis, Moraxella lacunata, Str. pneumo- 
niae, etc.). 
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INCONVENIENTS DES MILIEUX DIFFERENTIELS. 


1° Nécessité de leur préparation au moment de l’emploi. 
2° pH = 7,8 rigoureusement ajusté. 


AVANTAGES DES MILIEUX DIFFERENTIELS. 


1° Prix de revient peu élevé. 
2° Manipulation facile. 
3° Virages nets et rapides (en huit heures pour les bacilles 
diphtériques). 
CONCLUSIONS 


Poursuivant leurs recherches antérieures, les auteurs décrivent 
un milieu d’isolement semi-différentiel non sélectif et des milieux 
d’identification pour le diagnostic bactériologique rapide (trente 
heures) de la diphtérie (chez les malades et chez les porteurs 
sains) et des angines en général. 

Sur leur milieu d’isolement (milieu « D »), la morphologie de 
C. diphtheriae est parfaitement bien conservée ainsi que celle des 
germes saprophytes associés ; C. hoffmanni, le plus fréquent des 
Corynébactéries saprophytes des gorges humaines, est facilement 
éliminé dés la vingt-deuxiéme heure a la lecture du milieu. 

La transparence de ce dernier permet de reconnaitre aisément 
a ceil nu et a la loupe, un grand nombre de germes saprophytes 
ou pathogénes, en raison de la diversité de taille, d’aspect et de 
coloration de leurs colonies. 

Bien entendu, Gram, milieux d’identification, confirmeront le 
diagnostic. 

Le milieu convient aussi aux espéces fragiles (N. intracellularis, 
Morazella lacunata, etc. ). ; 

En ce qui concerne la diphtérie, 98 p. 100 des souches isolées 
par cette technique se sont révélées mortelles pour le cobaye. 


SUMMARY 


THE BACTERIOLOGICAL DIAGNOSIS OF DIPHTHERIA. 


The authors describe a non-selective semi-differential isolation 
medium, and identification media, for a rapid (30 hours) bacte- 
riological diagnostic of diphtheria (in patients and healthy car- 
riers), and of anginae in general. 

On the isolation medium described (« D medium), the mor- 
phology of C. diphtheria and that of saprophytic associated germs 
are perfectly preserved. C. hoffmanni, the most frequent sapro- 


phytic Corynebacterium in the human throat, is easily eliminated 
from the 22nd hour. 
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The «D» medium being transparent allows to recognise a 
great number of saprophytic or pathogenic germs with the naked 
eye or with a lens, the size, aspects and staining of their colonies 
being very different. 

Of course the diagnosis should be confirmed by Gram-staining 
and culture on identification media. 

The « D » medium is also appropriate for the culture of fragile 
species (N. intracellularis, Moraxella lacunata, etc.). 

98 p. 100 of the strains of C. diphtheriae isolated on this 
medium proved lethal for guinea-pigs. 
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RECHERCHES SUR LA REDUCTION 
DU PROTOXYDE D’AZOTE 
PAR MICROCOCCUS DENITRIFICANS 


par F. PICHINOTY et L. D’ORNANO (*). 


(Laboratoire de Chimie Bactérienne, 
Centre National de la Recherche Scientifique, 
C. R. S.1.M., Marseille) 


INTRODUCTION. 


Depuis les travaux classiques de Dehérain [3] et de Beijerinck 
et Minkman [2] sur la dénitrification bactérienne, il est admis que 
le protoxyde d’azote constitue lun des produits ultimes de la 
réduction du nitrate. Ce gaz a été considéré par Kluyver [4] 
comme l’un des précurseurs possibles de l’azote moléculaire. 
Cependant, Sacks et Barker [8], puis Allen et van Niel [4], par 
l’emploi judicieux de certains inhibiteurs, ont pu établir avec certi- 
tude que la réduction du nitrite en azote par deux ‘organismes 
appartenant au genre Pseudomonas ne s’effectue pas par l’inter- 
médiaire du protoxyde. Nous avons récemment montré [5] que 
les suspensions cellulaires adaptées de Micrococcus denitrificans 
réduisent quantitativement le nitrate et le nitrite en azote. Au cours 
de la méme étude, il a été également établi que l’oxygéne réprime 
la biosynthése et inhibe réversiblement l’activité de deux enzymes 
participant 4 ces réactions : les nitrate- et nitrite-réductases. Par 
la suite, ces recherches ont été étendues au protoxyde d’azote. 
Dans le but de déterminer si ce composé est un intermédiaire de 
la réduction du nitrite chez M. denitrificans, on a comparé |’action 
de certains inhibiteurs classiques des systémes respiratoires sur 
ces différentes enzymes. Au cours de ce travail, nous avons éga- 
lement précisé leffet de l’oxygéne sur la réduction du protoxyde 
en azote moléculaire. 


(*) Manuscrit recu le 16 mai 1961. 
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MATERIEL ET METHODES. 


On a utilisé la souche n° 4 de M. denitrificans de la collection de 
Delft. Cette bactérie a été conservée sur un milieu complexe dont la 
composition est la suivante: Na,HPO,, 12H,O: 3,575 g; KH PO;: 
0,980 g ; MgSO, : 0,03 g ; KNO, : 10 g ; glucose : 4 g ; extrait de levure 
Difco : 0,5 g ; bacto-peptone Difco: 0,5 g; eau distillée: 1000 ml; 
pH = 7. Les cultures aérobies réalisées dans des fioles A toxine ou dans 
des ballons sont agitées pendant la durée de la croissance. Les cultures 
anaérobies sont effectuées sous vide. Aprés vingt-deux heures d’incuba- 
tion 4 32°, les cellules sont centrifugées, lavées, puis remises en sus- 
pension. Les consommations de O, et les dégagements de N, sont 
mesurés par la méthode manométrique de Warburg, a 37°, en tampon 
phosphate pH = 7. L’azote utilisé est débarrassé des traces d’oxygéne 
par passage sur de la tournure de cuivre chauffée & 700° dans un four 
électrique tubulaire. Le protoxyde d’azote est un produit commercial 
contenant moins de 0,1 p. 100 d’oxygéne. Les quantités de bactéries 
exprimées en poids sec sont estimées par mesure de la densité optique 
avec un filtre bleu vert a4 l’aide d’un photocolorimétre Blet. Afin 
d’inhiber les processus d’adaptation liés 4 des biosynthéses protéiques 
en cours d’expérience, on a réalisé certaines de celles-ci en présence de 
chloramphénicol (50 ug/ml). La mesure des échanges gazeux pendant 
la croissance a été également effectuée par la méthode de Warburg 
avec des coupes en forme d’ellipsoide de 100 ml. Les activités respi- 
ratoire (— Qo,) et dénitrifiante (+ Qn,) sont exprimées en millimétres 
cubes de gaz (conditions normales) consommés ou dégagés par heure 
et par milligramme de cellules. Pour maintenir une concentration 
connue et constante d’acide cyanhydrique dans le milieu réactionnel, 
on a utilisé la technique de Robbie [7]. 


RESULTATS. 


Comme la plupart des bactéries dénitrifiantes, M. denitrificans 
est incapable de faire fermenter les sucres. Cet organisme ne peut 
donc croitre en anaérobiose dans un milieu a base de glucose, 
en l’absence d’un accepteur d’hydrogéne convenable. Tous les 
repiquages effectués avec cette souche dans de telles conditions 
ont effectivement conduit 4 des résultats négatifs. En anaérobiose, 
les composés oxygénés de l’azote tels que le nitrate, le nitrite et 
le protoxyde, remplacent l’oxygéne. Nous avons pu ainsi adapter 
cette souche a utiliser loxyde nitreux comme seul accepteur 
d’hydrogéne en effectuant un grand nombre de repiquages suc- 
cessifs dans des ballons de 250 ml, contenant 50 ml de milieu 
dépourvu de nitrate, remplis de ce gaz a la pression atmosphé- 
rique. 

Au cours d’une premiére expérience, on a mis en évidence la 
formation d’azote dans des cultures et précisé l’effet de l’oxygene 
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sur l'utilisation du protoxyde par celles-ci. Dans ce but, on a 
mesuré les échanges gazeux produits pendant la croissance 
de trois cultures identiques placées dans des coupes de War- 
burg sous des atmosphéres de protoxyde, d’air et d’un mélange 
a volumes égaux de ces deux gaz. Afin de réduire les risques 
de contamination, on a utilisé un inoculum suffisamment impor- 
tant représentant 5 p. 100 du volume total de la culture. Le 


égages 


Pa 


3 
mm No d 
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3 
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Heures 


Fic. 1. — Echanges gazeux produits par des bactéries pendant leur croissance dans 

différentes conditions de culture. Chaque systtme manométrique contient 30 ml 

de milieu. L’inoculum représente 5 p. 100 du volume liquide et provient d'une 

culture anaérobie sous N,O. Le CO, formé est absorbé par KOH a 10 p. 100 (puits 

central). Les yolumes de gaz figurant en ordonnées correspondent a un yolume 

de culture de 30 ml. 1 = phase gazeuse : N03 2 = air; 3 = air: 50 p. 100, 
N,O: 50 p. 100. 


milieu a une composition identique a celui qui est employé pour 
la conservation de la souche, mais ne contient pas de nitrate. Le 
gaz carbonique formé par l’oxydation du glucose est absorbé par 
une solution concentrée de potasse placée dans le puits central des 
coupes. On constate que la culture réalisée en présence de pro- 
toxyde forme de l’azote 4 une vitesse pratiquement constante 
(fig. 1, courbe 1). Le dégagement de ce dernier gaz, beaucoup 
moins soluble dans l’eau que N,O, provoque une variation posi- 
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tive de pression. Il convient cependant de remarquer que le 
volume ainsi mesuré est légérement inférieur au volume réel 
de N, dégagé, puisqu’on néglige la consommation de N,O. En 
aérobiose, les cultures consomment l’oxygéne A la méme vitesse 
en présence et en l’absence de N,O : les courbes 2 et 3 sont rigou- 
reusement superposables. Cette expérience indique que l’oxygéne 
inhibe complétement la réduction de l’oxyde nitreux dans les 
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Fic. 2. — Formation de N, a partir de KNO,, KNO, et N,O par une suspension 

cellulaire non proliférante (culture anaérobie sur KNO,). Chaque systeme manomé- 

trique contenant un vyolume liquide de 3 ml comprend: tampon phosphate 

po = 7; bactéries, 10,8 mg; glucose, 200 pmoles; KOH a 10 p. 100 (puits 

central). Les solutions de glucose, KNO, et KNO, sont ajoutées au milieu réactionnel 

au temps 0.1 = phase gazeuse : N, ; KNO,, 100 ymoles, 2 = N, ; KNO,, 50 pmoles. 
3 = N,O. 


cultures. Nous préciserons par la suite l’origine de ce phénoméne. 

Nous avons étudié comparativement l’action de trois inhibiteurs : 
Vacide cyanhydrique, l’azothydrate de sodium et le 2-4 dinitro- 
phénol sur la réduction de ces différents accepteurs d’hydrogéne. 
Pour ces expériences, on a utilisé des suspensions cellulaires 
provenant de cultures anaérobies sur nitrate. Celles-ci consomment 
Voxygéne en aérobiose et réduisent le nitrate, le nitrite et l’oxyde 
nitreux en azote en anaérobiose (fig. 2). Il convient tout d’abord 
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de savoir si l’oxyde nitreux-réductase est réellement présente dans 
ces cellules, ou si cette enzyme est synthétisée en cours d’expé- 
rience sous l’effet inducteur de son substrat. Pour choisir entre 
ces deux éventualités, on a effectué un certain nombre d’expé- 
riences en présence de chloramphénicol. Cet antibiotique, qui 
inhibe les biosynthéses protéiques, n’exerce aucune action sur 
l’activité des cellules a l’égard de N,O ; on peut done considérer 
que l’oxyde nitreux-réductase est bien présente dans les bactéries 
au début de l’expérience. Les résultats rassemblés sur le tableau I 
montrent que la réduction du protoxyde est inhibée par de faibles 


Tasteau I. — Inhibition des activités dénitrifiante et respiratoire 
par l’azothydrate de sodium, le cyanure de potassium et le 2-4-dini- 
trophénol. 

NO; NO; N,O O, 
CONCENTRATION 
MOLAIRE z Zz Q in Z, ey iz 7, a, iz 7, a 
aoe a sL_.eolrs” a|VU 4 3 | U 3 
Z| Zi|Mi Pi 2aiM z\|s 
TOL IW bs ojo ae ardee 100 fe) 100 86 
Oman telat aintenes eretetenels oie 100 fe) 100 17 
OSM Ome deine sr encrsetalo seis 83 | 80 I00| 68 
MOAT eratatsigne sis ereiatous states I00| 100 | 72 87| 100 O| 21 
ORS eel Ole Abeer erey ala) nas tefedrcars fo} fe) 42 fe) 
IMO? Vain C ORULIO CROCS S 87| 23 | 55) 100 fo) 
OF Sei Onmetefetcrsletersrewe rin ce fe) 100, Oo 
. + . $ 
concentrations de HCN et de NaN, qui demeurent sans effet sur 


la réduction du nitrite. Ces résultats excluent la possibilité que 
N,O soit un intermédiaire dans le métabolisme des ions NO; et 
NO, par M. denitrificans ; ils confirment done les observations 
importantes d’Allen et van Niel [4] et de Sacks et Barker [8] obte- 
nues avec d’autres espéces bactériennes. La réduction du nitrate 
est également sensible 4 l’action de HCN et de NaN,; ce fait 
s'explique aisément, puisque la nitrate-réductase qui catalyse la 
premiére étape de cette chaine de réactions est fortement inhibée 
par ces deux composés (Pichinoty et Senez [6]). Par contre, le 
2-4 dinitrophénol n’exerce apparemment aucune action spécifique 
sur ces différents systeémes enzymatiques. 


Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons étudié l’effet 
de Voxygéne sur l’activité et sur la formation de l’oxyde nitreux- 
réductase. [Les cellules cultivées en aérobiose en présence de 
nitrate ou de N,O sont complétement dépourvues d’activité 


+. — 
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a ’égard des ions NO; et NOZ et de l’oxyde nitreux (tableau II). 
Dans le cas du nitrate et du nitrite, ce fait résulte de la répres- 
sion par l’oxygéne de la biosynthése des enzymes qui catalysent 
ces réactions (Pichinoty et d’Ornano [5]). Nous avons recherché s’il 
en était de méme en ce qui concerne l’oxyde nitreux-réductase. 
A priori, on peut considérer que l’absence d’activité de ces cellules 
est due a l’inactivation irréversible de l’oxyde nitreux-réductase 
au contact de l’air. Nous avons donc tout d’abord vérifié que 
Paération préalable d’une suspension cellulaire active provenant 
d’une culture anaérobie sur nitrate ne modifie point sensiblement 
son activité a l’égard du protoxyde. Aprés deux heures d’agitation 


Tasteau II. — Influence de la nature des accepteurs d’hydrogéne 
présents dans la culture sur les activités dénitrifiante et respira- 
toire de cellules non proliférantes. 


CULTURE ANAEROBIE CULTURE AEROBIE 
ACTIVITE 
NO, N,O NO;+ O, N,O + O, 
=. Oey a ruc 83 55 68 61 
+ Onz,NO,..... 40 4 ° ® 
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Les cultures aérobies effectuées en présence de protoxyde d’azote sont réalisées sous 
une atmosphére contenant 50 p. 100 de N,O et 50 p. 100 dair. 


a lair libre ces bactéries conservent environ 80 p. 100 de leur 
activité initiale, ce qui prouve que l’oxyde nitreux-réductase est 
stable en présence d’oxygéne. Ces résultats établissent donc que 
la biosynthése de cette enzyme est complétement réprimée par 
l’oxygéne dans les cultures aérobies, quelle que soit la nature des 
accepteurs d’hydrogéne présents. Ce fait explique a lui seul V’utili- 
sation préférentielle de l’oxygéne par les cultures signalées plus 
haut. Cependant, une derniére expérience a été réalisée en vue de 
déterminer si ce gaz inhibe également le fonctionnement de 
Venzyme intracellulaire (fig. 3). On a utilisé une suspension 
adaptée provenant d’une culture anaérobie sur nitrate. Ces cellules 
réduisent N,O en azote (courbe 1) et consomment l’oxygéne en 
présence d’air (courbe 3). En présence d’un mélange 4 volumes 
égaux d’air et de N,O on n’observe aucun échange gazeux appa- 
rent (courbe 5). Afin d’expliquer cette derniére observation, on 
a réalisé chacune des expériences précédentes en présence d’une 
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concentration de HCN10M. Dans ces conditions, l’oxyde 
nitreux-réductase est complétement inhibée, aucun dégagement 
d’azote ne se manifeste aux dépens de N,O (courbe 2); par 
contre, l’activité respiratoire des cellules demeure pratiquement 
inchangée (courbe 4). En présence du mélange de ces deux gaz 
on observe cette fois-ci une consommation importante voisine 
de celle mesurée en présence d’air (courbe 6). Ces expériences 
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Fic. 3. — Echanges gazeux produits par des bactéries non proliférantes en présence 
de N,O, d’air et d’un mélange de ces deux gaz. Chaque systtme manométrique 
contenant un volume liquide de 3 ml comprend: tampon phosphate pH = 7; 


bactéries (culture anaérobie sur KNO,), 11,45 mg; glucose, 200 moles ; chloram- 

phénicol, 150 wg; KCN, 0,5 ml d'une solution 0,078 M dans KOH 0,5 M (puits 

central) ; concentration en HCN dans le systtme: 10—> M; KOH 4 10 p. 100 

(puits central) dans les systtmes ne contenant pas de KCN. 1 = phase gazeuse : 

N,O. 2 = N,O ; KON 10— M. 3 = (+) air. 4 = (cercles pleins) air ; KCN 10— M. 

5 = air: 50 p- 100: N,O; 50 p. 100. 6 = air: 50 p. 100; N,O : 50 p. 100; 
KCN 10— M. 


conduisent a une seule interprétation possible : lorsque les bac- 
téries se trouvent en présence d’un mélange 4 volumes égaux de 
N,O et d’air, elles consomment l’oxygéne et réduisent le pro- 
toxyde en azote ; autrement dit, ces deux accepteurs d’électrons 
peuvent étre utilisés simultanément par des cellules possédant 
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l’équipement enzymatique nécessaire. Plusieurs expériences de ce 
type réalisées en présence d’acide cyanhydrique ou d’azothydrate 
de sodium ont toutes conduit a des résultats identiques. Ces obser- 
vations montrent donc que, contrairement 4 ce qui se passe dans 
le cas des nitrate et nitrite-réductases, l’oxygéne n’inhibe pas le 
fonctionnement de l’oxyde nitreux-réductase intracellulaire. Une 
autre conclusion peut étre tirée des expériences précédentes : les 
enzymes respiratoires de M. denitrificans sont constitutives, elles 
sont synthétisées par la cellule bactérienne dans des cultures 
anaérobies, puisque l’activité respiratoire ne dépend pas des 
conditions de croissance. D’autre part, le protoxyde d’azote 
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n’exerce a leur égard aucun effet répresseur (tableau IL) ou inhibi- 
teur (fig. 3). 

Les résultats que l’on vient de décrire et ceux précédemment 
obtenus (Pichinoty et d’Ornano {5]) montrent que l’oxygéne 
réprime complétement la biosynthése de trois enzymes distinctes 
intervenant dans la réduction des composés oxygénés de l’azote 
minéral chez M. denitrificans : les nitrate, nitrite et oxyde nitreux- 
réductases. Ce processus d’inhibition constitue un véritable 
contréle exercé par ce gaz sur l’équipement enzymatique de la 
cellule bactérienne. En aérobiose, cet organisme s’abstient ainsi 
de synthétiser des enzymes qui sont devenues inutiles 4 son méta- 
bolisme oxydatif. Ce mécanisme de régulation est donc compa- 
rable a celui de la répression proprement dite provoquée par des 
produits du métabolisme. 

Sur la figure 4 nous avons représenté schématiquement l’ensem- 
ble de ces résultats. 
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RESUME. 


1° M. denitrificans peut croitre dans des conditions ot le pro- 
toxyde d’azote est le seul accepteur d’hydrogéne présent dans la 
culture. En présence d’un mélange 4 volumes égaux de ce gaz et 
d’air, cet organisme utilise préférentiellement l’oxygéne comme 
accepteur d’électrons. 

2° Les suspensions cellulaires de M. denitrificans provenant de 
cultures anaérobies réduisent le protoxyde d’azote en azote molé- 
culaire. Cette réaction est inhibée par de faibles concentrations 
d’acide cyanhydrique et d’azothydrate de sodium qui demeurent 
sans effet sur la réduction du nitrite en azote. Cette observation 
permet d’exclure le protoxyde comme intermédiaire possible dans 
la dénitrification chez cet organisme. 

3° Dans les cultures aérobies, loxygéne réprime totalement la 
biosynthése de l’oxyde nitreux-réductase. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE REDUCTION OF NITROUS OXIDE BY 
Micrococcus denitrificans. 


1. M. denitrificans can grow under conditions where the only 
acceptor of hydrogen present in the medium is nitrous oxide. In 
the presence of a mixture of equal parts of nitrous oxide and air, 
this organism preferentially utilizes oxygen as acceptor of elec- 
trons. 

2° Cellular suspensions of M. denitrificans grown anaerobically 
reduce nitrous oxide to molecular nitrogen. This reaction is 
inhibited by low concentrations of cyanide and azide which show 
no effect on the reduction of nitrite to nitrogen. This observation 
permits to exclude nitrous oxide as a possible intermediate in 
the denitrification process in this organism. 

3° In aerobic cultures, oxygen completely represses the bio- 
synthesis of the nitrous oxide-reductase. 
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ETUDE DE SOUCHES VIRALES 
PRESENTANT LES CARACTERISTIQUES DE 
CHORIOMENINGITE LYMPHOCYTAIRE (C.M.L.) ISOLEES 
EN ETHIOPIE 


par R. J. REISS-GUTFREUND, Ch. SERIE et L. ANDRAL (*). 


(Institut Pasteur d’ Ethiopie) 


Au cours d’essais d’isolement a partir de sangs humains de nou- 
velles souches de R. prowazeki, nous avons constaté a plusieurs 
reprises l’apparition, chez les animaux inoculés, de symptomes 
cliniques et de lésions histologiques différents de ceux que nous 
rencontrions habituellement. Un certain nombre d’observations 
faites réguliérement a l'occasion de ces isolements nous ont fait 
suspecter la présence du virus de la chorioméningite lympho- 
cytaire, et ce diagnostic a été confirmé expérimentalement pour 
une souche au laboratoire du professeur Lépine (1) 

Etant donné que dans la majorité des cas ot le virus de la chorio- 
méningite lymphocytaire est isolé il s’agit d’un « virus de sortie » 
(Armstrong [4], Milzer et coll. [45], Smadel [48], Lépine et coll. 
[42 13], Findlay et coll. [8], Blanc [6]), le but de la premiére partie 
du présent travail sera de tenter de prouver que ce virus n’existe 
pas a l’état latent dans nos élevages. Nous étudierons, dans la 
seconde partie, les différentes souches isolées ainsi que leurs carac- 
téristiques et terminerons par la discussion des résultats obtenus. 


A. — ABSENCE DE VIRUS DANS NOS ELEVAGES 


CoNTROLE DE L’ELEVAGE DE CoBAYES. — Cinquante sangs humains 
provenant d’individus sains, ou présentant des symptémes cli- 
niques mal définis, et 14 sangs d’animaux domestiques (vaches, 
chévres, moutons) ont été inoculés a 1, 2 ou 3 cobayes. Aprés 
treize A quinze jours d’observation, les cobayes étaient sacrifiés 
et leur cerveau passé par voie intrapéritonéale 4 un autre animal 
de la méme espéce. Ces passages a blanc ont été effectués trois 


(*) Manuscrit recu le 10 mai 1961. 
(1) Nous tenons a remercier 4 ce sujet le D™ Maurin qui a bien voulu 
effectuer les tests de séro-neutralisation. 
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fois pour 45 sangs humains et 11 sangs d’animaux et cing fois 
pour 5 sangs humains et 4 sangs d’animaux. En aucun cas, il 
ne fut possible de mettre un virus en évidence. 

Par ailleurs, il y a lieu de préciser un fait particuliérement 
important : l’entretien de trois souches de R. prowazeki isolées 
localement a entrainé l’utilisation de plus de 700 cobayes pour des 
passages de cerveau a péritoine tous les douze jours environ. A 
aucun moment, il n’y a eu d’interférence entre un virus et les 
souches rickettsiennes entretenues. 


CoNTROLE DE L’SLEVAGE DE souRIS. — Les souris ne font qu’une 
maladie inapparente a l’isolement. Aussi pour chaque essai, nous 
avons inoculé un lot de 3 souris par voie intracutanée ou intra- 
nasale. Aprés sept A quinze jours, ces animaux étaient sacrifiés 
et leurs cerveaux ou leurs poumons passés 4 un cobaye par voie 
intrapéritonéale. 

Vingt-deux sangs d’individus sains, 15 sangs d’individus pré- 
sentant des syndromes variés et 14 sangs d’animaux domestiques 
ont été inoculés. Dans tous les cas, aucun isolement de virus n’a 
été possible. 

Par ailleurs, différentes souches de R. prowazeki ont été ino- 
culées par voie intracérébrale 4 20 souris. Toutes ont survécu sans 
avoir présenté de signes cliniques. 

L’ensemble de ces faits rend improbable toute interférence pos- 
sible d’un virus latent dans nos élevages de souris. 


SERIES DE PASSAGES A BLANC SUR LES ANIMAUX D’ELEVAGE. — Les 
cerveaux de 12 cobayes ont subi une série de cinq passages a 
blanc de cerveau a péritoine, et les cerveaux de deux lots de 
3 souris une série de passages de cerveau a cerveau. Aucune de 
ces expériences (70 passages au total) n’a permis de mettre en 
évidence le moindre signe autorisant A suspecter la présence 
d’un virus latent. 


De plus, des milliers d’animaux sont utilisés annuellement dans 
les différents services de l'Institut Pasteur d’Ethiopie et subissent, 
en série, des passages de cerveau A cerveau, sans que jamais une 
interférence quelconque se soit manifestée entre le matériel en 
étude et un virus. 


SURVEILLANCE ET CONTROLE DES ANIMAUX MALADES DANS LES 
ELEVAGES. — Tous les animaux malades des élevages de cobayes 
et de souris ont été scrupuleusement examinés. Dans aucun cas 
un virus présentant les caractéristiques de celui que nous allons 
décrire n’a été noté comme pouvant étre a l’origine de la maladie 
ou de la mort de ces animaux. 
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De plus, nous n’avons jamais trouvé, dans notre élevage de 
cobayes, des animaux immuns contre le virus isolé, pas plus que 
nous n’avons réussi 4 créer des animaux porteurs sains a partir 
des cobayes inoculés avec les souches virales isolées. Le cobaye 
meurt toujours aprés Vinoculation. [I] arrive seulement parfois 
que la mort survienne aprés une longue période d’incubation 
lorsque la quantité de virus est trés faible. 


Nous croyons donc pouvoir dire, compte tenu des faits ainsi 


relatés, que nos élevages de souris et cobayes étaient indemnes 
d’affection latente par virus. 


Enfin, un certain nombre de méthodes, qui se complétent mutuel- 
lement, permettent de démontrer qu’on se trouve en présence d’un 
virus contenu dans l’inoculum : 


a) Isolement simultané sur plusieurs animaux d’une méme 
espeéce. 
b) Isolement simultané sur plusieurs espéces d’animaux. 


Nous avons profité de la résistance du virus pour multiplier les 
essais d’isolement a partir d’un matériel infecté et conservé a 
— 35° C. 

De ce méme matériel, nous avons ainsi obtenu les mémes résul- 
tats lors des divers isolements pratiqués a des intervalles de huit 
a trente-cinq jours. 

De plus, le fait que la majorité des humains convalescents étaient 
restés porteurs de virus pendant de longues périodes nous a per- 
mis, dans plusieurs cas, de répéter les examens chez les mémes 
individus : tous les résultats ont été concordants. 

Ainsi, la majorité des souches ont été isolées sur plusieurs 
cobayes et plusieurs souris, 4 plusieurs reprises, pour le méme 
malade. 


B. — ISOLEMENT ET CARACTERISTIQUES 
DU VIRUS ISOLE 


Au cours de ce chapitre, nous nous proposons de présenter, 
d’une part nos essais d’isolement 4 partir du sang humain, d’autre 
part les caractéristiques du virus isolé en précisant : 


a) Son pouvoir pathogene. 
b) Les lésions histo-pathologiques qu’il produit. 
c) Sa résistance. 


d) Les données immunologiques. 
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I. — IsoLEMENT DU VIRUS. 


MATERIEL ET METHODES. 


Toutes les fois qu’un prélévement sanguin nous parvenait, le sérum 
était réservé aux réactions sérologiques et le caillot divisé en deux 
parties : la premiére était conservée 4 — 35°C, la seconde était broyée 
pour faire une suspension a environ 10 p. 100 en solution physiologique. 
Cette derniére était inoculée soit 4 deux cobayes par voie intrapérito- 
néale, soit & un cobaye par voie intrapéritonéale et 4 trois souris par 
voie intracérébrale ou intranasale. 

Les cobayes ont tous subi au moins un passage aveugle au treiziéme- 
quinziéme jour de leur inoculation. 

En cas d’élévation de température chez le premier cobaye, son cer- 
veau était prélevé au maximum de la courbe thermique, avoisinant 
constamment 41°C. 

Tous les passages étaient faits de cerveau a péritoine. 

Pour les souris, les poumons ou les cerveaux (en fonction de la voie 
d’inoculation) étaient broyés et inoculés & un cobaye par voie péri- 
tonéale. 

Les exceptions A ces régles seront mentionnées pour chaque souche 
séparément. 

Dans tous les cas ot le malade a pu étre suivi, les prises de sang ont 
été multiples. 


Résuttats. — Nos essais d’isolement ont porté sur trois caté- 
gories de malades : 


1° Malades présentant un syndrome méningo-encéphalitique. 
2° Malades présentant une affection non diagnostiquée. 
3° Malades victimes d’infections de laboratoire. 


s 
1° Malades présentant un syndrome meéningo-encéphalitique. 
Souche HA. 


SyMPToMAToLocig. — Il s’agit d’une Européenne d’environ 
40 ans, présentant une rachi-myalgie accompagnée d’une légére 
conjonctivite unilatérale, de la céphalée et une température sub- 
fébrile oscillant entre 37°5 et 38° C pendant neuf jours. Aprés une 
guérison apparente, quarante-huit heures plus tard la température 
monte soudain 4 40° C, accompagnée de frissons et un syndrome 
méningé apparait. Le foie est légérement augmenté de volume 
et douloureux. Dans les jours qui suivent, la température prend 
un caractére septicémique a grandes oscillations, puis en huit 
jours, l’ensemble des symptomes rétrocéde et la guérison spon- 
tanée apparait. Il est & noter que la recherche d’hémoparasites 


et les réactions d’agglutination de Widal et Weil-Felix ont toutes 
été négatives. 
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Isovement. — La souche virale est isolée a deux reprises sur 
cobaye et souris a partir du sang, au deuxiéme et au vingt- 
deuxiéme jour de la convalescence. Une tentative d’isolement cing 
mois plus tard s’est avérée infructueuse. 


Souche NE. 


Sympromatotocie. — Un Européen de 50 ans présente un syn- 
drome grippal avec asthénie prononcée durant dix jours. Une 
semaine plus tard, une légére diplopie apparait, accompagnée de 
vertiges et d’une température de 38° C; la diplopie s’accuse dans 
les jours suivants, s’accompagne de vomissements et on note une 
aréflexie et une disparition du sens gustatif; la température 
redevient progressivement normale. Le diagnostic d’encéphalite 
d'origine inconnue est porté. 

L’examen du fond d’ceil est négatif. La vitesse de sédimentation 
est de 90 mm au terme de la premiére heure. La réaction de 
Bordet-Wassermann est négative. Le Weil-Felix est 1/160 pour le 
Proteus OX,,, 1/20 pour OX, et OX,. 

La thérapeutique 4 l’auréomycine reste sans résultat. 

L’état du malade commence & s’améliorer aprés quinze jours. 
On note la réapparition progressive des réflexes, ainsi que du 
gout. La diplopie disparait trés lentement, en six mois. 


IsotemMent. — La souche virale a été isolée au troisiéme et au 
cinquiéme mois de la convalescence sur 3 cobayes et deux lots 
de souris, 4 partir du sang du malade. 

Par contre, une tentative d’isolement au huitiéme mois s’est 
avérée infructueuse. 


Souche 5.507. 


Provenance. — Un échantillon de sang provenant d’un Ethio- 
pien adulte est adressé avec le diagnostic d’« encéphalite d’origine 


inconnue ». =) ee 
La réaction de Weil-Felix est positive 4 1/160. L’agglutination 
de Rickettsia prowazeki est positive a 1/320. 


IsoLemenT. — L’isolement est obtenu sur 2 cobayes et un lot de 
souris a partir du caillot, dés sa réception, et quarante jours plus 
tard sur le méme caillot conservé 4 — 35° C. 


2° Malades a affections non diagnostiquées. 


Souche 4.378. 


Provenance. — II s’agit d’un Américain de 40 ans environ, qui 
présente une affection de type grippal durant cing jours, accom- 
pagnée de vomissements. 
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Le sang est adressé au laboratoire pour les réactions habituelles. 
Il réagit au 1/80 avee le Proteus OX,, et au 1/320 a Ja micro- 
agglutination des rickettsies. 


Isorement. — I] a été réalisé a4 deux reprises sur le méme 
caillot A douze jours d’intervalle, a partir de 2 cobayes et de trois 
lots de souris. 

Un troisiéme essai, pratiqué a partir d’une nouvelle prise de 
sang effectuée quatre mois aprés la guérison, reste négatif. 


3° Malades atteints d’infections de laboratoire. 


Souche LAN. 


SympromaToLocie. — L’un de nous présente une légére conjonc- 
tivite unilatérale, puis, six jours plus tard, une pyrexie a 39°2, 
accompagnée de myalgie et de céphalées. Un traitement au chlo- 
ramphénicol est institué immédiatement et la température accuse 
une rétrocession durant quarante-huit heures pour remonter au 
troisiéme jour a 40°C; le chloramphénicol est remplacé alors 
par la tétracycline qui entraine une amélioration passagére, mais, 
quarante-huit heures plus tard, l’état général s’aggrave et la tem- 
pérature remonte a 40° C. Un traitement a l’oléandomycine en 
perfusion est alors institué, qui en trois jours réussit a faire 
tomber la fiévre. La convalescence qui suit est longue, l’asthénie 
persiste longtemps. 

La réaction de Weil-Felix, qui est positive au début au 1/320, 
monte au cours de la convalescence au 1/640. L’agglutination de 
Rickettsia prowazekt donne les mémes résultats. 

Le schéma 1 résume l’isolement de la souche virale corres- 


pondante : ‘ 
1° prise de sang 2™* prise de sang 
ou 34™¢ jour ou 49™* jour 
dQ partir du caillot & partir du caillot 
1 cobaye 1 cobaye 3 souris adultes 
lsolement lsolement 1cobaye 3sourisde 1cobaye 
15 jours 


Isolement 1cobaye Ilsolement 


Isolement 
ScuEma 1. 


Il est 4 noter qu’un test de séro-protection pratiqué avec le 
sérum de ce malade pour le diagnostic de la C. M. L. a été négatif 
(Service des Virus, Institut Pasteur). Il en fut de méme de la dévia- 
tion du complément pratiquée a Lyon au laboratoire du professeur 
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Sohier. En revanche, la souche isolée sur souris, et étudiée a 
l'Institut Pasteur de Paris, a bien été identifiée comme C. M. L. 
par neutralisation au moyen de sérum spécifique. 


Souche R.G. 


SYMPTOMATOLOGIE. — Chez l’un de nous apparait une conjonc- 
tivite unilatérale folliculo-papillaire, accompagnée d’une adéno- 
pathie du ganglion pré-auriculaire. Cette conjonctivite est consé- 
cutive a une projection dans l’ceil, cing jours auparavant, d’une 
goutte de sang d’un cobaye infecté. 

Six semaines plus tard, la conjonctivite a rétrocédé quand appa- 
rait un accés palustre, qui guérit par la thérapeutique classique. 

Trois semaines aprés la guérison de cette crise paludéenne, 
on voit s’installer en quarante-huit heures des douleurs rhuma- 
toides et rétro-oculaires, accompagnées de frissons et de photo- 
phobie. Aprés ces symptomes prodromiques, la température atteint 
en deux jours 38°9 et s’accompagne d’un foie légérement hyper- 
trophié et douloureux. Un traitement au chloramphénicol ne donne 
qu’un résultat limité. L’affection évolue en dix jours vers une 
rétrocession apparente. 

Apres trois jours d’apyrexie apparait un nouveau clocher fébrile 
a 40° C, dans le cadre d’un syndrome méningé typique. Un trai- 
tement a la tétracycline est institué, qui entraine la guérison en 
dix jours. 

Il est A noter qu’au septiéme jour de la maladie, la réaction de 
Widal était négative, celle de Weil-Felix positive au 1/320 et la 
microagglutination des rickettsies positive au 1/640. Toutes ces 
réactions sont restées au méme taux au cours de la maladie. (Ce 
sujet est un ancien typhique.) 


IsoLemenT. — Les premiers essais réalisés a partir de la conjonc- 
tivite n’ont donné aucun résultat et ce n’est que deux mois et demi 
aprés la guérison, lors de l’unique essai, que la souche a pu étre 
isolée sur cobaye. 

Au huitiéme mois le sérum du malade neutralise une souche 
de référence de C. M. L. (Institut Pasteur de Paris), mais la réac- 
tion de déviation du complément est négative (Laboratoire du 
professeur Sohier a Lyon). 

Dix-huit mois aprés la maladie, un nouvel essai d’isolement était 
infructueux. 


Souche LA. 


Provenance. — Sang du garcon de laboratoire chargé de la 
nourriture des poux et qui a fait une virémie prolongée sans aucune 
manifestation clinique. 
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IsotemenT. — Les différents isolements réalisés sont résumés 
dans le schéma 2. 
1" prise de sang 2™¢ prise de sang 3™* prise de sang 
ou 1°" jour au 16™* jour ou 27™* jour 
& partir du caillot ® portir du caillot 6 partir du caillot 
1 cobaye 1 cobaye 3 souris adultes 1 cobaye 3 souris de 
15 jours 
lsolement lsolement J cobaye 1cobaye 3 sourisde Isolement 1 cobaye 
| | 15 jours 
lsolement |solement lcobaye lsolement 
lsolement 
Scuéma 2. 
Souche MM. 
SymproMaToLocig. — Un Ethiopien de 50 ans, technicien de 


laboratoire s’occupant des animaux infectés et chargé des autop- 
sies, présente un syndrome caractérisé par une température élevée 
a 40°C, des vomissements, de la photophobie et des douleurs 
rhumatoides. Son foie est augmenté de volume et légérement dou- 
loureux. 

L’affection rétrocéde en dix jours. 

Le traitement au chloramphénicol ne donne pas de résultats. 

Au dixiéme jour, la réaction de Weil-Felix est positive au 1/160 
et la microagglutination au 1/320 (ancien typhique). 


IsoLEMENT. — Cette souche, & quinze jours d’intervalle, a été 
isolée deux fois sur deux espéces d’animaux. 


II. — CaRAcTERISTIQUES DU VIRUS ISOLE. 


Nous étudierons successivement le pouvoir pathogéne, les lésions 
histologiques, les données immunologiques. : 


1° Le pouvoir pathogéne. 


Toutes les souches de ce virus isolées 4 ce jour en Ethiopie 
sont trés pathogénes pour le cobaye. Par contre, elles semblent 
présenter une virulence variable pour la souris. 


Povuvoir PATHOGENE POUR LE COBAYE. — Cet animal est réceptif, 
quel que soit le mode d’inoculation : intracérébrale, intrapérito- 
néale, intranasale, sous-cutanée, voie orale ou conjonctivale, et 
quel que soit l’Age de l’animal. 

Par voie sous-cutanée, avec un inoculum de 0,2 ml d’une suspen- 
sion de cerveau de cobaye a 10 p. 100, la DL,, se situe aux envi- 
rons de la dilution 10—. 

Inoculée par voie intrapéritonéale, avec 0,1 ml d’une suspension 
a 10 p. 100 de cerveau virulent, l’animal meurt le huitiéme ou le 
neuvieme jour. 
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En tout état de cause, la survie est exclue. 

Si on injecte des doses voisines de la dose minima mortelle, 
Vincubation est longue et le cobaye ne succombe que tardivement 
a la maladie. 


Le tableau clinique chez le cobaye se présente comme suit : 


Le cobaye fait de la fiévre dés le lendemain du jour de l’inocu- 
lation. Cette température monte progressivement jusqu’a 41° C, 
accompagnée de signes méningés et vomissements. L’animal 
extrémement amaigri meurt en huit a neuf jours en hypothermie. 


A l’autopsie, les poumons sont rarement hépatisés, le foie déco- 
loré présente des nécroses focales, l’intestin est fortement hémor- 
ragique, les ganglions inguinaux sont toujours hypertrophiés et 
souvent hémorragiques. 

Par ailleurs, le virus peut étre retrouvé dans tous les organes 
et humeurs, y compris dans le liquide de lavage des cavités nasales. 


PouvoIR PATHOGENE POUR LA souRIs. — Souris adultes. Seule 
Vinoculation par voie intracérébrale et A condition d’injecter des 
doses assez importantes, entraine des manifestations cliniques. Le 
pourcentage de mortalité varie suivant les souches, Aprés un ou 
deux passages, la DL,, se situe aux environs de 10—%, pour redes- 
cendre ensuite graduellement aprés trois passages 4 10—-*. La mor- 
talité peut méme devenir nulle. Toutes les autres voies d’inocula- 
tion n’entrainent aucune manifestation clinique. 


Les symptémes constatés sont les suivants : 


Les souris inoculées par vole cérébrale se présentent vers le 
sixiéme jour avec les yeux mi-clos et le poil hérissé. Elles meurent 
entre le sixiéme et le neuviéme jour, le dos votté, au cours d’une 
crise tonique, avec les pattes postérieures en extension forcée et 
les pattes antérieures animées de mouvements cloniques. La lésion 
pulmonaire, fréquente aprés inoculation avec la C. M. L. typique, 
est toujours inexistante avec les souches éthiopiennes. 


Souriceaux. Quelle que soit la voie d’inoculation utilisée, bien 
que la mortalité ne dépasse pas 50 p. 100, les souriceaux pré- 
sentent les signes cliniques observés chez la souris. 

Il est a préciser que tant la souris adulte que le souriceau restent 
porteurs de virus pendant plusieurs semaines et méme plusieurs 
mois, et ceci indépendamment de la dose inoculée et des symp- 
tomes constatés (Traub [20, 24}, Haas [10], Boumi et coll. [7)). 


PouvoIR PATHOGENE POUR LE RAT. — Cet animal est peu réceptif. 
Aprés inoculation par voie intracérébrale, il peut réagir par une 
hyperthermie durant sept a huit jours. Par toutes les autres voies, 
il fait une affection inapparente. Dans tous les cas la mortalité 
est nulle. 
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Povuvorr PATHOGENE POUR LE LAPIN. — Le lapin fait une maladie 
inapparente mais il est possible d’isoler le virus de tous ses 
organes. 


CONSERVATION ET MULTIPLICATION DU VIRUS DANS L’ oUF. — Contral- 
rement aux résultats obtenus par Tobin [49] et par Whitney et 
coll. [22] avec le virus de la C. M. L. classique, la souche éthio- 
pienne infecte l’ceuf par toutes les voies et a été retrouvée au cours 
d’une vingtaine de passages successifs en plus de trois mois. 

Aprés injection dans le sac vitellin, le virus fut retrouvé dans 
le jaune ainsi que dans différents organes de l’embryon, spécia- 
lement dans le cerveau. I] se retrouve également dans les liquides 
amniotique et allantoidien, quand le procédé d’inoculation l’intro- 
duit dans une des cavités. 

La virulence dans l’ceuf reste assez faible. Elle est insuffisante 
pour provoquer la maladie chez la souris et l’infection de l’ceuf 
n’est démontrable que par l’inoculation au cobaye. Sur l’ceuf pro- 
prement dit, on ne note aucune lésion, tout au plus un léger retard 
de croissance. La mortalité des ceufs infectés ne semble pas supé- 
rieure a celle des ceufs normaux. 

Le virus peut étre isolé dés le quatriéme jour aprés l’inocula- 
tion, et l’ceuf reste infectant au moins jusqu’au neuviéme jour. 
Les passages s’effectuent sans difficultés. 


2° Les lésions histologiques. 


Les coupes effectuées sur des cerveaux de cobayes ou de souris 
ayant subi une inoculation intracérébrale montrent une chorioménin- 
gite avec infiltration lymphocytaire et manchons périvasculaires. 


Dans les imprégnations sur lame, colorées au Giemsa, on 
trouve deux espéces d’inclusions protoplasmiques sde nature 
encore inconnue : 


a) Des corps hyalins oxyphiles qui se trouvent dans le proto- 
plasme enti¢rement vacuolisé des grandes cellules mononucléées ; 

b) Des granulations rouge-violet intraprotoplasmiques, de dimen- 
sions trés diverses, allant de la taille de points a peine perceptibles 
jusqu’a celle de gros granules. 


Ces inclusions doivent correspondre a celles signalées par 
Blanc [6] dans la moelle et la rate. Elles sont presque toujours 
unilatérales, formant une sorte de calotte A une des extrémités 
du noyau intact des cellules cérébrales et des lymphocytes. Elles 
ne sont pas colorées au Macchiavello. 

Le premier type d’inclusions se trouve la plupart du temps en 
grand nombre dans les frottis péritonéaux et vaginaux de cobayes 
inoculés par voie péritonéale. Elles ressemblent de trés prés aux 
corps «rubis » des rickettsies (Giroud). 
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L’aspect des vacuoles intraprotoplasmiques est aussi caracté- 
ristique : elles sont toutes de dimensions égales, donnant a la 
cellule un aspect de tamis. Le noyau est intact. 

Le méme tableau se voit dans les calques de cerveaux de rats 
sacrifiés au septiéme jour de fiévre aprés inoculation intra- 
cérébrale et rarement dans les cerveaux de souris et de cobayes. 
Parfois cependant, chez ces deux derniéres espéces inoculées par 
voie nasale, on peut trouver la plupart des cellules pulmonaires 
vacuolisées avec ou sans inclusions oxyphiles. 

Le second type d’inclusions se trouve surtout chez la souris ino- 
culée par voie cérébrale et, chez cet animal, ces images peuvent 
@tre considérées comme révélatrices de la présence du virus. Ces 
granulations rouge-violet se trouvent surtout dans les calques des 
cerveaux de souris sévérement infectées. Leur nombre et leurs 
dimensions augmentent avec la gravité de Ja maladie. Elles peuvent 
étre rares chez l’animal qui fait une maladie inapparente. Les 
mémes inclusions se retrouvent dans la moelle en nombre moins 
élevé et enfin, rarement, dans le foie et la rate. 

Les granulations sont extrémement rares dans les cerveaux de 
rats. Chez le cobaye inoculé par voie cérébrale, on apercoit les 
deux types d’inclusions, mais en nombre négligeable. 


3° Résistance du virus. 


Le virus conservé &4 — 25° C se maintient au moins une année ; 
il conserve sa virulence pendant des mois 4 + 4° C et durant 
plusieurs semaines a la température ambiante. 


4° Données immunologiques. 


Notre expérimentation a porté exclusivement sur la souris. En 
effet, il nous était impossible de prendre comme animal d’expé- 
rience le cobaye, qui succombe toujours a l’infection expérimen- 
tale, ou le rat qui, a inverse du cobaye, ne réagit que rarement. 

Nous avons pris des souris qui avaient survécu a la premiére 
inoculation et observé que toute réinoculation de ces souris, apres 
un intervalle d’un mois au minimum, n’a entrainé aucun décés. 
Nous avons ainsi constaté une protection totale de ces animaux, 
que la réinoculation ait lieu avec le virus ayant servi la premiére 
fois, ou avec tout autre virus hétérologue. Mais, si la deuxiéme 
inoculation est faite dans un délai inférieur A un mois, la souris 
meurt avec les mémes symptomes que la souris primo-infectée. 

Il est & noter que le cerveau de la souris qui succombe alors 
a l’inoculation d’épreuve ne contient aucune inclusion cytoplas- 
mique, tandis que les cerveaux des animaux témoins contiennent 
les granulations rouge-violet en quantité habituelle. 
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Au cours de notre expérimentation nous n’avons jamais observe 
d’animaux partiellement immunisés qui a la réinoculation fassent 
une maladie précoce d’origine allergique, comme le signale 
Traub {20]. La souris, aprés Vinoculation d’épreuve, reste bien 
portante, ou meurt dans les mémes délais que les animaux témoins. 

Par ailleurs, nous avons effectué plusieurs séries de séro-neutra- 
lisations a partir de souches isolées et de sérums prélevés sur dif- 
férents malades ou animaux d’expériences. 

La technique employée a été celle classiquement décrite par 
Lépine et Sohier [44] et nous utilisons pour le test jui-méme 
30 DL». 

Le tableau I résume les résultats obtenus. 


Tasieau I. 
SOUCHE RG SOUCHE 4.378 SOUCHE LAN 
A t 2 
Sérums ‘3 2 Sérums th Sérums — 
2 g gH OH 
Z | a3 4 
q =| q 
RG 5/5 RG 5/6 RG 5/6 
LAN 0/5 LAN 0/6 LAN 0/6 
Référence CML, 5/5 MM 0/6(3) MM 2/6(5) 
4 378 0/6 4 378 0/6 
HA 0/6 HA 0/6 
NE 0/6 NE 0/6 
LA 0/6 —s = 
humain normal [0/6 humain normal 0/6 
humain normal 0/6 = = 
lapine NE 0/6 lapine NE 6/6 
lapine RG n° 203 |0/6 lapine RG n° 203 |0/6 
lapin RG n°3 0/6 lapin RG n° 3 0/6 
lapin HA 0/6 lapin HA 0/6 
lapin normal 0/6 lapin normal 0/6 
cobaye ZR (1) °0/6 cobaye ZR 6/6 
cobaye vacciné (2) |0/6(4)| cobaye vacciné | 2/6(6) 
cobaye normal /|o0/6 cobaye normal jo/6 


(1) Souche ZR isolée de Rhipicephalus sanguineus. 
ie, est rigs poe: ee RG et éprouvé avec la souche ZR. 
3) Temps de survie calculé d’aprés la formule de Burgh j i 

i see Sieal nantes och e Burgher 9,80 jours, le temps de survie avec 
4) Temps de survie calculé d’eprés la formul j i 

at sera Te AVbantide ee som ormule de Burgher 9,66 jours, le temps de survie avec 
5) Temps de survie 9,66 jours, le temps de survie avec le sérum norm j 

ie 9, D al étant de 7,66 i 

(6) Temps de survie 10,16 jours, le temps de survie avec le sérum normal étant de 766 jours 
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L’examen de ce tableau permet de mettre en évidence les points 
suivants : 


1° Le fait que les 3 souches RG, LAN et 4878 soient neutralisées 


ou non par les mémes sérums semble bien indiquer qu’elles ont 
entre elles des rapports étroits. 


2° La présence ou l’absence des anticorps neutralisants semble 
dépendre uniquement des individus contaminés ou inoculés, et non 
de la souche utilisée. 


En effet : 


a) Si le sérum RG neutralise les trois souches, par contre le 
sérum LAN n’a jamais neutralisé, quelle que fat la date de pré- 
lévement, ni la souche homologue, ni les souches hétérologues RG 
ou 4378. 

b) Des 5 lapins inoculés dans les mémes conditions, un seul a 
produit des anticorps neutralisant les deux souches LAN et 43878 
{lapin NE}. (A noter que le malade NE n’a jamais produit d’anti- 
corps neutralisants). 

c) Sur 2 cobayes immunisés artificiellement et ultérieurement 
éprouvés avec un virus hétérologue, l’un possédait des anticorps 
neutralisant totalement les souches LAN et 4378 (cobaye ZR), alors 
que l’autre en était presque totalement dépourvu (cobaye vacciné). 


Ces faits confirment qu’il n’existe pas de parallélisme apparent 
entre |’état d’immunité constaté et la présence des anticorps neu- 
tralisants ainsi que Haas [10] l’a déja démontré chez la souris. 


DISCUSSION 


Le probléme qui s’est posé et pour lequel, a ce jour, aucune 
réponse formelle n’a pu étre donnée, est de savoir si nous nous 
trouvions en présence du virus de la chorio-méningite lympho- 
cytaire ou d’un virus voisin. 


Certains critéres nous laissent penser qu'il s’agit du virus de 
la0. MW. Lo. 

1° Une de nos souches (LAN) a été identifiée comme C. M. L. 
par le Service des Virus 4a I’Institut Pasteur. Cette souche est, 
en effet, neutralisée par un sérum de référence de C.M.L. En 
outre le sérum RG a neutralisé la souche de référence de C. M. L. 

2° Le virus isolé est extrémement pathogéne pour le cobaye [ce 
qui est classique dans la C. M.'L. sauf pour la souche E 350] 
(Armstrong [2]). 

3° Sa pathogénie est variable pour la souris, ce qui a 
déja été observé par Haas [40], Traub [20], Boumi et coll. [7]. 

4° Le lapin fait une maladie inapparente. 
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5° La variabilité dans les formes cliniques humaines a été éga- 
lement décrite en Allemagne (Gayer {9], Jochheim et coll. [44)). 


6° La virémie est de longue durée et le virus particulierement 
résistant. 


7° La souche RG immunise les souris contre toutes les autres 
souches et la réciproque est vrale. 


L’ensemble de ces données tendrait & prouver qu'il s’agit bien 
du virus de la C. M. L. mais, par contre, d’autres constatations 
doivent entrer en ligne de compte : 


1° Les anticorps neutralisants ont été uniquement trouvés chez 
la malade RG. 


2° Les lésions histologiques décrites ne cadrent que partiel- 
lement avec celles décrites dans la C. M. L., et les inclusions intra- 
protoplasmiques dans le cerveau de souris n’ont jamais été 
observées antérieurement. 


3° Méme avec des fortes doses, nos souches, comme d’ailleurs 
la souche WE de C.M.L., ne provoquent pas chez le lapin la 
kératite décrite par Blanc [8, 4]. 

4° Boumi et coll. [7] remarquent, chez la souris, des lésions 
hépatiques que nous n’avons jamais observées. 


Devant de telles constatations nous nous sommes posé la ques- 
tion de l’existence de souches diverses du virus isolé. Certains 
des éléments obtenus militent dans le sens de l’unicité, telles par 
exemple l’uniformité des résultats histologiques, la constance de 
la pathogénicité pour le cobaye dont la mort est certaine, et 
Vimmunité croisée compléte chez la souris. 

Nous pensons toutefois qu’il pourrait s’agir de*souches de 
chorio-méningite lymphocytaire présentant certaines variations 
par rapport aux souches classiquement décrites. 


Ces souches doivent faire l’objet de travaux ultérieurs et ont 
été adressées au laboratoire du professeur Sohier, a Lyon. 


RESUME 


Ayant isolé & partir de sangs humains plusieurs souches virales 
présentant certains caractéres du virus de la C. M. L., nous nous 
sommes attachés 4 démontrer que notre élevage d’animaux d’expé- 
rience était indemne de ce virus. 


Nous rapportons l’observation de plusieurs malades dont ces 
souches ont été isolées. Nous précisons a cet égard que plusieurs 
isolements ont été réalisés a partir de chaque malade et sur plu- 
sieurs animaux d’espéces différentes. 
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Nous rapportons les caractéristiques du virus isolés : 
1° Son pouvoir pathogéne particuli¢grement marqué pour le 
cobaye. 


me s : ; \ 
2° Les lésions histologiques qu’il provoque. 


3° L’immunité qu'il confére. 
4° Sa particuliére résistance. 

Nous discutons enfin son identification et pensons qu’il pour- 
rait s’'agir de souches de chorio-méningite lymphocytaire quelque 
peu différentes des souches classiquement décrites. 


SUMMARY 


STUDIES OF VIRUS STRAINS ISOLATED IN ETHIOPIA 
HAVING CERTAIN PROPERTIES 
OF THE LYMPHOCYTIC CHORIO-MENINGITIS VIRUS. 


Several virus strains with certain properties of typical lympho- 
cytic chorio-meningitis have been isolated in Ethiopia. The authors 
first prove the absence of the virus in their stock of laboratory 
animals. Then follow case reports of patients from whose blood 
the strains were isolated. In most cases repeated isolations were 
obtained from the same patient by inoculation of several guinea- 
pigs and mice. 


The characteristics of the virus are high pathogenicity for 
guinea-pigs, specific histological alterations, immunological reac- 
tions and high resistance. 

The possibility of aberrant lymphocytic chorio-meningitis strains 
is discussed. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 6 juillet 1961. 


Présidence de M. Robert FasqueEtre. 


NECROLOGIE 


JEAN-MARIE VILLEMOT 
(1932-1961) 


Jean-Marie Villemot, docteur-vétérinaire, diplémé de 1|’Institut Pasteur, 
membre de la Société Francaise de Microbiologie, a trouvé la mort 
a 29 ans avec son tout jeune fils, Philippe, dans l’accident du Brazzaville- 
Paris. Un injuste sort a supprimé une vie déja riche d’une production 
scientifique importante et dont les promesses d’avenir s’avéraient 
fécondes. 


Né & Bruxelles, le 28 octobre 1932, il accompagne tout jeune ses 
parents dans un séjour difficile en Turquie. La guerre surprend sa 
famille & Beyrouth owt il prépare son baccalauréat au lycée frangais. 
Bien que d’esprit mathématique, séduit par la biologie, il entre, aprés 
concours, a 1’Ecole Vétérinaire de Toulouse en 1950, et en sort diplémé 
et docteur-vétérinaire en 1954. Peut-étre l’attrait des grands horizons 
qu’il découvre au cours de son service militaire, effectué dans un peloton 
méhariste au Tessali, décide-t-il de sa vocation et l’engage-t-il 4 suivre 
en 1955 les cours de l'Institut d’Elevage et de Médecine vétérinaire des 
Pays tropicaux ; mais, muni de ce nouveau titre, il s’engage résolument 
dans le travail du laboratoire et bénéficie de 1’enseignement de 1’Institut 
Pasteur. Le dipléme de Microbiologie et de Sérologie sanctionne, en 1957, 
avec un excellent rang de sortie, ses études poursuivies avec gotit et 
intelligence. Fin 1957, il est affecté au laboratoire de Farcha, a Fort- 
Lamy et trés rapidement s’adonne avec bonheur a des recherches de 
virologie vétérinaire et a 1’étude de la péripneumonie. Ses travaux, que 
concrétisent une vingtaine de notes et mémoires publiés en collabo- 
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ration avec son ami intime Alain Provost, portent sur la rage et singu- 
ligrement sur la séro-précipitation en milieu gélifié et 1’immuno-électro- 
phorése du virus ; sur la peste bovine (culture du virus en culture de 
tissu, vaccin capripestique, rapports antigéniques virus de Carré-virus 
de la peste bovine) et sur la péripneumonie (diagnostic expérimental, 
bactériotropines du sérum spécifique, endotoxine, étude sérologique des 
mycoplasmas). Tous ces travaux sont déja marqués par un grand souci 
de précision, ils apportent des données nouvelles concrétes et impor- 
tantes. L’an dernier, l’Académie Vétérinaire lui décernait ainsi qu’a son 
collaborateur Provost le prix Foulon-Beaudau pour leurs travaux sur 
la rage. Titulaire du certificat d’études supérieures de Biochimie Géné- 
rale et de Biochimie Approfondie, il gagnait la métropole dans le but de 
conquérir un nouveau certificat, celui de Chimie Générale. I] rapportait 
au surplus des préparations précieuses et du matériel d’étude qu’il 
destinait 4 des laboratoires amis dans lesquels il comptait en France 
poursuivre ses recherches sur le virus bovipestique. 


D’un abord sympathique, le visage ouvert et souriant, Jean-Marie 
Villemot, travailleur calme et pondéré et d’une trés vive intelligence, 
joignait, & ses évidentes qualités de chercheur, les plus hautes vertus 
morales. Il m’a été donné d’apprécier l*>homme et le travailleur dans 
son service de Virologie et dans son foyer éclatant de bonheur a4 Farcha. 
J’ai guidé l’éléve qu’il voulait étre encore lors d’un séjour en France 
ou. il commengait, sous ma direction et sur mon conseil, la préparation 
de l’agrégation des Ecoles Vétérinaires 4 laquelle il comptait se pré- 
senter l’an prochain. J’ai pu juger de sa passion de la recherche, de 
son acharnement au travail, de la précision apportée a ses exposés, de 
sa modestie quand il subissait des critiques qu’entrainait seulement 
son scrupule de ne rien omettre, guidé par l’honnéteté et non par un 
vain désir de faire étalage d’érudition. 


La science vétérinaire francaise a beaucoup perdu en perdant Jean- 
Marie Villemot déjA chercheur de grande classe, mais ses amis et ses 
maitres pleurent en lui le modéle d’une jeunesse studieuse et exemplaire 
qui attire l’affection. s 

Que sa jeune 6pouse, qui voit disparaitre en méme temps son mari 
et son fils, que sa famille trouvent, dans l’expression sincére de notre 
chagrin et l’assurance du souvenir, une raison bien faible, hélas ! de 
réconfort et de courage. 

P. Gorer. 
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PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J'ai l’honneur de présenter 4 la Société Francaise de 
Microbiologie l’ouvrage de Ludwik Gross, Oncogenic Viruses (1), qui 
vient de paraitre et qui nous apporte, sur un probléme d’une actualité 
capitale, celui des virus cancérigénes, une vue d’ensemble et une masse 
de documentation qu’aucun ouvrage jusqu’d présent n’avait mis a la 
disposition des chercheurs. 


Ludwik Gross, ancien éléve de l'Institut Pasteur dont on connait 
la carriére brillante qu’il poursuit aux Etats-Unis, au Veterans Hospital 
de New York, a apporté dans 1]’étude des tumeurs a virus des animaux 
une contribution de premier ordre avec |’étude qu’il a faite de la 
leucémie des souris et la découverte d’un nouveau virus tumoral, celui 
des tumeurs salivaires, que nous savons aujourd’hui étre une manifes- 
tation du polyome. 


L’auteur a groupé les tumeurs des animaux dont la nature virale 
a été démontrée en onze chapitres logiques qui réunissent les fibromes, 
polyome et analogues (chapitre II), le sarcome de Rous (chapitre IV), 
le complexe de 1l’érythroleucose aviaire (chapitre V), le carcinome mam- 
maire de la souris (chapitre VI), la leucémie et les virus leucémogénes 
de la souris (chapitre VII), etc. Chaque chapitre est suivi d’une abon- 
dante bibliographie, et toutes les fois ot les propriétés des virus nous 
sont connues, les détails en sont donnés. Le dixiéme chapitre est consa- 
cré 4 |l’étude de la tumeur parotidienne plus connue sous le nom de 
polyome depuis les recherches de Miss Stewart. Le chapitre XI et ter- 
minal permet 4 l’auteur une revue de l’histoire du cancer transmissible 
chez les espéces ot: l’expérimentation est impossible, comme l’homme, 
ou encore limitée, comme chez le bétail, analyse qu’il termine par 
des considérations tirées de l’observation et de la pathologie comparée 
qui ouvrent les apercus que l’on devine sur l’origine du cancer de 
Vhomme. 


Somptueusement édité et abondamment illustré, ce livre est remar- 
quable tant par l’exposé condensé d’un sujet immense que par les 
sources bibliographiques qu’il apporte. Non seulement il s’impose 
comme un instrument de travail 4 quiconque veut suivre les travaux 
sur la virologie des tumeurs, mais il apporte une information de pre- 
miére main et des vues d’ensemble qui en rendent la lecture attrayante 
et qui assureront son succes méme auprés des chercheurs non 
spécialisés. 


(1) Ludwik Gross, Oncogenic Viruses, Pergamon Press, 1961, 393 p. 
Prix : 80 shillings. 
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COMMUNICATIONS 


MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES 
DE VIBRIO CHOLERAE PAR AUTOLYSE 
EN MILIEU GLUCOSE 


par J. GALLUT et J. GIUNTINI. 


(Institut Pasteur) 


On sait qu’au cours de la préparation de la toxine cholérique suivant 
la méthode Bernard et Gallut [4], Vibrio cholerae mis en suspension 
non proliférante 4 la teneur de 800 x 10° germes par millilitre, en 
milieu isotonique glucosé 4 5 p. 1000, libére des substances toxiques 
solubles en un temps qui peut ne pas excéder quatre heures a 37°. 
Aprés prélévement, par centrifugation, du surnageant toxique et lavage 
a l’eau physiologique des vibrions sédimentés, on constate que ceux-ci 
ont une teneur en polyoside trés réduite, par rapport 4 leur teneur 
initiale, sinon nulle (Gallut [2]). Ces vibrions sont, en méme temps, 
devenus pratiquement inagglutinables par le sérum cholérique O de 
référence internationale (Gallut [{5]). Ces phénoménes s’accompagnent 
de la perte par les vibrions de substances solubles représentant en 
moyenne environ 25 p. 100 de leur poids sec initial. Cependant, malgré 
une telle perte de substance, on ne peut déceler de modifications visibles 
au microscope ordinaire ; les vibrions paraissent seulement se colorer 
plus difficilement par le Gram. Il nous a donc paru intéressant de 
recourir au microscope électronique pour examiner les vibrions cholé- 
riques qui sont devenus inagglutinables par le sérum choléra O. 

Les micrographies que nous présentons ici, sous un grossissement 
de 24 000, permettent d’apprécier les modifications subies. 

La figure 1, qui représente un spécimen de VY. cholerae avant l’auto- 
lyse, montre l’aspect normal du vibrion cilié avec la différenciation du 
cytoplasme et de la paroi cellulaire (cell wall). 

La figure 2 présente un vibrion en voie d’autolyse : le cil est conservé, 
mais la paroi est partiellement désintégrée. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — V. cholerae normal, agglutinable par le sérum choléra O A 1 p- 5000. 
Fic. 2. — V. cholerae partiellement autolysé. 


Fic. 8. — V. cholerae autolysé, inagglutinable par le sérum choléra O. 
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La figure 3 indique le stade ultime de l’autolyse dans les conditions 
de nos expériences : le vibrion, démuni de son cil, est réduit a 1’état 
de protoplaste, la paroi cellulaire ayant complétement disparu. 

L’ombre portée, qui correspond sur chacune des trois figures a six fois 
la hauteur de lobjet, montre l’affaissement progressif du vibrion 
pendant l’autolyse. Les granulations qui parsément le fond de la pré- 
paration 3 pourraient étre des molécules du complexe glucido-lipido- 
protidique qui constitue une des deux fractions de la toxine cholérique 
et dont le diamétre, évalué par l’ultrafiltration, est égal ou supérieur 
4 100 my (Gallut et Grabar [3]). 

La diminution d’environ 25 p. 100 du poids du vibrion autolysé per- 
mettant d’évaluer approximativement la perte de substance microbienne 
au poids d’une couche de 120 my d’épaisseur, ce chiffre semble bien 
indiquer que la paroi cellulaire est formée d’une seule couche de macro- 
molécules du complexe précité. On sait, d’ailleurs (Gallut [4]), que le 
polyoside extrait de V. cholerae par des méthodes immunochimiques 
usuelles est doté des propriétés agglutinogénes O, ce qui implique 
@ priori sa position externe dans le vibrion. La perte de 1’agglutina- 
bilité O de V. cholerae est donc le résultat manifeste de la disparition 
de la paroi cellulaire de ce microorganisme. 


En résumé, les micrographies électroniques de V. cholerae aprés auto- 
lyse en milieu isotonique glucosé démontrent que la perte de l’aggluti- 
nabilité O de ce vibrion est liée a la solubilisation sélective de sa paroi 
cellulaire. Cette paroi est vraisemblablement formée d’une seule couche 
de macromolécules du complexe glucido-lipido-protidique toxique et 
antigénique. 


SUMMARY 


MoRPHOLOGICAL ALTERATIONS oF Vibrio cholerae AFTER AUTOLYSIS 
IN GLUCOSE MEDIUM. 


Electron micrographs of Vibrio cholerae after autolysis in isotonic 
glucose medium show that the loss of O-agglutinability of this vibrio 
is due to a selective solubilization of its cell-wall. This cell-wall seems 
to be constituted of a single layer of molecules of the toxic and anti- 
genic glucido-lipido-protidic complex. 
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PRESENCE D’INCLUSIONS SPECIFIQUES DANS LES 
CELLULES DE REIN DE HAMSTER EN CULTURE DE TISSU 
INFECTEE PAR LE VIRUS DE LA RAGE FIXE 
(SOUCHE LOUIS PASTEUR) 

ETUDE CINETIQUE DU VIRUS 


par M™e L. MARTOS (*) et P. ATANASIU. 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D*™ P. Lépine}) 


La rage chez l’animal peut classiquement revétir deux formes 
distinctes : la rage fixe et la rage des rues. Dans la culture du virus 
sur cellules en couches monocellulaires, cette distinction disparait en 
ce sens que les deux virus en culture soit sur cellules gliales [4, 2, 3], 
soit sur rein de hamster (Kissling et coll. [5]) provoquent des inclusions 
intracytoplasmiques oxyphiles 4 caractére spécifique : un sérum immun 
antirabique neutralise le virus et supprime les inclusions. 

Dans les travaux que nous rapportons, la souche classique de rage 
fixe Louis Pasteur (1) a été mise en culture sur cellules de rein de 
hamster. La période d’absorption, la période d’incubation et la courbe 
de croissance du virus dans le liquide de culture et les cellules ont été 
étudiées. Les cellules infectées présentent vers le septitme jour dans 
leur cytoplasme des inclusions oxyphiles qui sont neutralisées par 
l’immunsérum spécifique. 

Kissling et coll. [5] ont décrit la multiplication du virus rabique 
sur cellules de rein de hamster. En 1960, Kaplan et coll. [4] ont mis 
en évidence l’antigéne intracellulaire par la méthode des anticorps 
fluorescents dans les mémes cellules.. 

Nous avons étudié la courbe de croissance du virus fixe souche 
Pasteur, le temps d’absorption, la période d’incubation et l’effet cyto- 
pathogéne sur la méme cellule en culture de tissu. 


MATERIEL ET METHODES. — Cellules. — Nous avons utilisé les cellules de 
rein de hamster de premiére explantation. Des animaux Agés de trente jours 
sont sacrifiés A l’éther, les reins sont prélevés stérilement, coupés en 
petits morceaux et trypsinés pendant deux heures a la température du labo- 
ratoire. Aprés deux lavages avec du milieu & l’hydrolysat de caséine sans 
sérum, on prépare une suspension cellulaire dans le méme milieu addi- 
tionné de 10 p. 100 de sérum de cheval et renfermant environ 300 000 cellules 
par millilitre. On prépare une série de tubes 4 lamelle A raison de 1 ml 
de suspension par tube. La couche cellulaire est continue entre le cin- 
quieme et le huitiéme jour. 


(*) Boursiére du Gouvernement Francais, Assisstante a ]’Institut National 
de Microbiologie de Buenos-Aires. 

(1) Mise & notre disposition trés aimablement par le Dt Béquignon (Ser- 
vice des Vaccinations Antirabiques). 
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Virus. — Nous avons ulilisé le virus rabique fixe souche Pasteur a son 
2 004° passage sur lapin. Le cerveau d’un lapin inoculé A aide de ce virus 
est prélevé stérilement et broyé, puis émulsionné dans de l’eau distillée addi- 
tionnée de 2 p. 100 de sérum de cheval (4 parties de diluant pour 1 partie 
de cerveau). Le virus est inoculé 4 Ja dose de 0,10 ml d’une dilution 10-3 
par tube. Aprés quarante-cinq minutes de contact A 37°C, on ajoute le 
milieu nutritif additionné de 5 p. 100 de sérum de cheval. On change le 
milieu tous les quatre ou cing jours. Le premier passage est effectué en 
inoculant 0,10 ml d’une dilution A 10—3 de la suspension mére de cerveau 
de lapin A une série de tubes. Les passages suivants ont été faits en ino- 
culant le liquide surnageant de la récolte précédente. 

Titrage du virus. — On effectue une série de dilutions du liquide de 
culture récolté réalisant des dilutions de raison 10. On utilise comme diluant 
de Veau distillée additionnée de 2 p. 100 de sérum de cheval. On inocule 
par voie intracérébrale 0,03 ml de chaque dilution A 5 souris de 21 jours. 
Les animaux sont observés pendant quinze jours. Le calcul de la DLs 
est fait par la méthode de Reed et Muench. 

Neutralisation du virus. — On réalise un mélange a parties égales du 
virus non dilué et d’un sérum hyperimmun antirabique de cheval. Le contact 
virus-sérum s’effectue durant quatre-vingt-dix minutes a 37°C. 

Coloration. — Aprés la fixation rapide par le liquide de Souza ou de 
Bouin, on colore suivant la méthode de Mann. 

Pour déterminer la période d’absorption et dincubation du virus, nous 
avons employé la méthode suivante : nous inoculons une série de 50 tubes 
suivant la technique décrite ; six heures plus tard, la série est divisée en 
deux lots. Le premier lot est lavé deux fois avec 2 ml de sérum normal de 
cheval 4 la méme dilution ; enfin, tous les tubes sont lavés avec le méme 
milieu nutritif pour éliminer les traces de sérum. Au bout de vingt-quatre 
heures, nous récoltons tous les jours, d'une part le milieu et de l’autre les 
cellules préalablement soumises 4 trois congélations et décongélations 
rapides. Nous titrons quotidiennement ces deux récoltes sur souris jusqu’au 
cinquiéme jour. Nous avons répété Vexpérience en lavant les cellules trois 
heures aprés l’inoculation. 


Rfsutrars. — Nous avons fait 8 passages en série sans dépasser le titre 
de 10° sur la souris. Les expériences de lavage des cellules trois heures 
et six heures aprés inoculation du virus (fig. 1) permettent de 
conclure que la période d’absorption du virus est inférieure a trois heures. 
La période d’incubation (présence du virus dans le liquide de culture) 
dure environ soixante-douze a quatre-vingt-seize heures lorsque les 
cellules sont lavées avec du sérum antirabique et de vingt-quatre a 
quarante-huit heures lorsqu’elles sont lavées avec du sérum normal. 

Par contre, dans les cellules lavées par un sérum antirabique et par 
un sérum normal trois et six heures aprés l’inoculation, le virus fait 
son apparition sous forme virulente a partir de la vingt-quatriéme 
heure ou méme avant. Cette expérience indique que la période d’absorp- 
tion est de moins de trois heures. La rapidité de la multiplication 
intracellulaire de ce virus le range parmi les autres virus ayant les 
mémes caractéristiques de multiplication. 


Présence d’inclusions. — Nous avons observé dans tous les passages 
l’apparition d’inclusions intracytoplasmiques, polymorphes, oxyphiles, 
colorées en rouge par le Mann et entourées d’un halo clair (pl., fig. 1 
et 2). Ces inclusions n’apparaissent pas apres neutralisation du virus 
par le sérum antirabique, ce qui démontre leur spécificité. 


450 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Cet effet cytopathogéne apparait vers le septieme jour et il atteint 
son maximum apres le dixiéme jour. 

Il existe une relation étroite entre le titre du virus et l’apparition 
des inclusions. En effet, on n’obtient pas d’effet cytopathogene avec 
un titre inférieur 4 10?,°. 

Sur 8 passages en série du virus, la présence d’inclusions a manqué 
seulement dans le quatriéme passage, ou la fixation des cellules a été 
faite le quatriéme jour. Dans tout le reste des passages, le titre sur 
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Fic. 1. — Ia. Les cellules inoculées avec le virus rabique fixe, six heures aprés, sont 


lavées par un sérum antirabique. Les deux courbes montrent la croissance du virus 

dans les cellules et dans le liquide de culture aprés des périodes d’incubation de 

quarante-huit heures pour les cellules et de quatre-vingt-seize pour les liquides 
de culture. 


Ib. La méme expérience, mais les cellules sont lavées par un sérum normal de 
cheval. La courbe de croissance du virus dans les cellules montre que la période 
d'incubation est de vingt-quatre heures. Pour le liquide de culture, la période 
dincubation est de quarante-huit heures. 


Ia et IIb. Les cellules sont lavées, trois heures aprés l’inoculation du virus, par 
un sérum antirabique et par un sérum normal. Dans les deux courbes de crois- 
sance intracellulaire le virus est présent 4 vingt-quatre heures, ayant un titre plus 
éleyé dans les cellules layées par le sérum normal que dans les cellules lavées par 
un sérum antirabique. Pour les cellules lavées par un sérum antirabique l’apparition 

du virus dans les liquides de cultures se fait vers la soixante-douzigme heure. 
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souris a varié entre 10? et 103.5 et les inclusions ont été constamment 
présentes (voir tableau I). 


Tasreau I. — Passages en série de la souche 2004 Louis Pasteur de » 
rage fixe ; date d’apparition des inclusions intracytoplasmiques 
et titre infectant sur souris. 


eee PRESENCE DL 

| NUMERO DU PASSAGE (eanisiics D’ INCLUSIONS (SUR SOURIS) 
it oii at a Nene 2 14 oa ak 4 

Be relslang oialtebes cious Sisats Io +++ 335 

Slay clotted ci sus a at bierare 4 fe) Bu 

AM ie arah sa sore aisle 15 +++ Bye 

Sie svete Napa Ta ++ 3,6 

Oeste se asta oem 18 +++ 2 

SF AO SS es 13 +++ Syl 

Gi Srarat Rr atevata otek ase 13 ++ 355 


Huit passages en série ont donc été réalisés sur cellules de rein de 
hamster avec la souche Louis Pasteur. Pour 15 récoltes titrées sur 
souris, le titre varie entre 10° et 10‘. Nous confirmons ainsi les résul- 
tats obtenus par Kissling [5]. 


ConcLusions. — La période d’incubation du virus rabique sur cel- 
lules de rein de hamster varie entre vingt-quatre et quarante-huit 
heures, moment ot commence la période de croissance logarithmique 
du virus mis en évidence dans le liquide surnageant. 

Les cellules infectées et lavées par un sérum antirabique contiennent 
le virus rabique sous sa forme infectieuse vers la vingt-quatriéme 
heure. La période d’absorption est inférieure 4 trois heures. 

Les cellules infectées ont montré, 4 partir du septi¢me jour, des 
inclusions intracytoplasmiques acidophiles, entourées d’un halo clair. 
Les inclusions ont le caractére déja décrit pour le virus de la rage 
des rues cultivé sur cellules gliales [1, 2] et pour plusieurs souches 
de rage fixe [3] également sur cellules gliales. 

La présence d’inclusions, la virulence de la culture et la disparition 
de l’une et l’autre aprés administration de sérum spécifique, semblent 
bien prouver que ces inclusions sont spécifiques du virus rabique. 


SUMMARY 


SPECIFIC INCLUSION BODIES IN HAMSTER KIDNEY CELLS CULTURES INFECTED 
WITH RABIES FIXED vIRUS (LOUIS PASTEUR’S STRAIN). 
KINETIC STUDY OF THE VIRUS. 


The incubation period of rabies virus on hamster kidney cell mono- 
layers varies between 24 and 48 hours. After this incubation period 
the logarithmic growth period of the virus begins ; the virus can be 
demonstrated in the culture fluid. 
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The cells infected and washed with an antirabic serum contain the 
active virus from about the 24th hour. The absorption period is 
shorter than three hours. 

From the seventh day the infected cells contain acidophilic intra- 
cytoplasmic inclusion bodies, surrounded by a light halo. These inclu- 
sion bodies possess the characteristics previously described for rabies 
street virus on glial cells [4, 2], and for several fixed strains on the 
same cells [3]. 

The presence of inclusion bodies, the virulence of the culture and 
the disappearance of both of them after administration of specific 
immune serum suggest that these inclusion bodies are specific for 
rabies virus. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Cellules de rein de hamster. Cultures de trois A quatre jours inoculées 

par le virus rabique (souche Pasteur). Le dixi&me jour, les cultures infectées (le 

virus au septiéme passage) sont fixées et colorées par la méthode de Mann. Le titre 

du virus des liquides de cultures est de 103,1. Les inclusions intracytoplasmiques, 

oxyphiles, entourées d'un « halo », sont de différentes tailles et sans structure cor- 
pusculaire. x 260. 


Fic. 2. — Témoin. Cellules de rein de hamster non inoculées Agées de 
dix jours. x 260. 
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EFFET FAVORABLE DE LA TRYPSINE 
SUR LA RECEPTIVITE DES HEMATIES FORMOLEES 
DE RAT ET DE SOURIS AU VIRUS DES OREILLONS 


par B. FAUCONNIER (*). 


Unstitut Pasteur Hellénique) 


Le traitement des hématies animales et humaines par le formol 
entraine une modification de la réceptivité de ces hématies aux agglu- 
tinines des myxovirus du groupe oreillons-grippe (Fauconnier et 
Barua [3]). Cette modification se traduit, pour chaque type de virus, 
par une augmentation ou une diminution de la réceptivité suivant 
lespéce animale considérée ; c’est ainsi qu’une modification dans le 
sens d’une augmentation est particuliérement nette quand on traite 
par le formol des hématies de souris et qu’on les met en présence de 
virus grippal (type B) ou de virus ourlien [souche BOS] (Faucon- 
nier [2]). Nous avons voulu savoir si, dans ce dernier cas, l’action de 
la trypsine apporterait une nouvelle modification de la réceptivité des 
hématies de souris et dans quel sens cette modification allait s’exercer. 


MATERIEL ET METHODE. — 1° Hématies de souris et de rat. — Les sangs 
d’une vingtaine de souris blanches ou de rats blancs adultes sont 
recueillis en présence de 1 p. 100 de citrate de sodium et mélangés. 

La moitié du sang total ainsi obtenu est lavée trois fois en présence 
de vingt fois son volume d’eau physiologique (eau bi-distillée + NaCl 
8,5 p. 1 000) et mise en suspension dans ce méme diluant 4 la concen- 
tration de 0,5 p. 100. Cette premiére moitié constitue le lot des 
hématies normales (HN). 

L’autre moitié du sang total est diluée au demi en eau physiologique 
et traitée par le formol. Ce traitement a déja été décrit en détail autre 
part [4, 4]. Il se résume ainsi : le sang est d’abord traité par l’oxyde 
de carbone en faisant barboter pendant quinze minutes du gaz de ville. 
Il prend une teinte rouge vif qui résistera au noircissement de la formo- 
lisation et permettra une meilleure lecture lors des titrages ultérieurs. 
On ajoute alors 40 p. 100 (du volume initial) d’un mélange au demi 
de formol pur (dit a 30 p. 100) et d’eau salée 4 1,7 p. 100. L’ensemble 
est placé au bain-marie 4 37° C pendant six heures. Les hématies sont 
ensuite soigneusement lavées trois fois avec au moins 20 volumes d’eau 
physiologique, et séparées en deux parties égales. La premiére partie 
est mise en suspension 4 0,5 p. 100 en eau physiologique et constitue 
le lot des hématies formolées (HF). 


(*) Expert de la coopération technique auprés de |’Institut Pasteur Hellé- 
nique. 
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L’autre partie est destinée a étre traitée par la trypsine. Pour cela, 
elle est de nouveau divisée en quatre parties égales, et celles-ci sont 
centrifugées & 1000 t/mn pendant dix minutes. Aux culots d’hématies 
obtenus, on ajoute dix fois leur volume de trypsine Difco (solution a 
0,25 p. 100 dans du liquide de de Hanks). On agite vigoureusement et 
on place les quatre suspensions au bain-marie 4 37° C pendant respecti- 
vement trente minutes, une heure, deux heures et vingt-quatre heures. 
A la suite de chaque trypsination, les hématies sont lavées et mises en 
suspension a 0,5 p. 100 en eau physiologique. On obtient ainsi les lots 
des hématies formolées trypsinées (HFT). 


Remarque : les différents lots d’hématies ainsi préparés devront étre 
soumis, avant utilisation, 4 une épreuve de sédimentation aprés dilu- 
tion au demi en eau physiologique, afin d’écarter ceux qui présen- 
teraient une auto-agglutination. Cette éventualité, rare mais possible 
et due 4 une erreur de technique, nécessiterait une nouvelle préparation. 


2° La souche de virus. — La souche de virus ourlien BOS (Sohier) est 
inoculée par voie allantoique A des ceufs embryonnés de 10 jours. Aprés 
cing jours d’incubation 4 36°C et douze heures de séjour 4 + 4°C, 
les liquides allantoiques sont prélevés aseptiquement. C’est le liquide 
allantoique pur qui sert aux réactions d’hémagglutination. 


8° Réaction d’hémagglutination. — Dans des séries de tubes de Kahn, 
le virus est dilué de demi en demi avec 0,5 ml d’eau physiologique. 
Une égale quantité des différentes suspensions globulaires est ajoutée 
a chaque série de tubes et l’ensemble des réactions est placé pendant 
six heures 4 la température de + 4° C. La lecture se fait par détermi- 
nation de la dilution limite donnant une agglutination 4 50 p. 100. Le 
chiffre inscrit dans les résultats représente le dénominateur de la dilu- 
tion limite. 


R&SULTATS ET DISCUSSION. — Les hématies fraiches de souris ne sont 
pas agglutinées par le virus, méme 4 la dilution de 1/4. Il est important 
de signaler que nous n’avons pas encore trouvé un seul ‘lot de souris 
dont les hématies soient agglutinées par le virus BOS, méme aprés pré- 
lévement dans différents élevages (tableau I). 

Par contre, comme il a été déja montré par ailleurs, les hématies 
formolées sont nettement agglutinables. Enfin, l’effet de la trypsine sur 
les hématies formolées de souris se manifeste d’une maniére caracté- 
ristique par une augmentation encore plus considérable du titre hémag- 


TasLeau I. 
HFT | BET | HEL HET 
HN HF 30 mn| th 2h 24h 
Virus BOS : | 
Hématies de souris.| 1/4 256 768 | 1024 512 Hémolyse 
Hématies de rat ...| 64 384 1024 | 1024 | 1024 Hémolyse 
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glutinant (quatre fois plus). Cette augmentation dépend du temps de 
itrypsination. Dans les conditions expérimentales pratiquées ici, le temps 
optimum pour obtenir une agglutination maxima est d’une heure. 
Aprés vingt-quatre heures de trypsination, les hématies formolées sont 
en partie détruites et hémolysées, et il est impossible de déterminer le 
titre hémagglutinant ; mais il est fort probable que le temps le meilleur 
pour obtenir une agglutination optima dépend du mode et du temps 
de formolation ainsi que de la concentration de trypsine utilisée. Des 
études sont en cours a ce sujet. Il parait dés maintenant important de 
signaler que des expériences d’agglutination exécutées simultanément 
au moyen de cette méme souche de virus et d’une suspension d’héma- 
ties de poulet ont donné un titre égal A celui obtenu avec les HFT 
d’une heure: ce qui semble signifier que les hématies de souris ont 
acquis, aprés traitement par le formol et la trypsine, une réceptivité 
maxima, puisque les hématies de poulet sont connues pour étre les 
hématies les plus sensibles qui soient au virus des oreillons. 

Les résultats obtenus avec les hématies de rat sont semblables, 
quoique a 1’état frais les hématies de rat soient plus réceptives que 
celles de souris. 

Il apparait done que la formolation préalable des hématies non seu- 
lement apporte une modification favorable des récepteurs cellulaires 
des hématies de souris et de rat, mais encore permet un traitement 
par la trypsine plus souple qu’avec les hématies normales, du fait de 
leur résistance plus grande aux agents enzymatiques. Pour ]’étude de 
la modification des récepteurs globulaires aux myxovirus, la méthode 
de formolation-trypsination mérite d’étre approfondie. 


RésumEé. — Les hématies fraiches de rat et de souris sont traitées 
par des doses importantes de formol. A la suite de cette opération, les 
hématies sont soumises 4 l’action plus ou moins prolongée de la 
trypsine. Cette trypsination augmente d’une facon nette, a + 4°, la 
réceptivité des hématies des deux espéces animales au virus des 
oreillons, réceptivité déja favorisée par l’action préalable du formol. 


SUMMARY 


FAVOURABLE EFFECT OF TRYPSINATION OF FORMOLIZED RAT 
AND MOUSE RED CELLS ON THEIR HAEMAGGLUTINABILITY BY MUMPS VIRUS. 


Fresh red cells of rat and mouse are treated with high doses 
of formalin. After this procedure the formalized red cells are trypsi- 
nized. This trypsination increases their haemagglutinability at 
+ 4° GC by mumps virus, this haemagglutinability being already enhan- 
ced by the previous action of formalin. 
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SUR L’AGGLUTINATION DE 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA: SUBDIVISION DES 
GROUPES ANTIGENIQUES O: 2 ET O: 5 


par Michel VERON 


(avec la collaboration technique de Janine CORLET). 


(Institut Pasteur, Service de Microbie Technique) 


L’étude des antigénes de Ps. azruginosa par agglutination est devenue 
possible A partir du moment ow furent étudiés séparément les anti- 
genes H et les antigenes O, d’abord par Mayr-Harting [4], puis par 
Habs [4] qui décrivit douze « groupes » antigéniques O révélés aprés 
destruction par la chaleur des antigénes thermolabiles rendant les bac- 
téries O-inagglutinables. La méthode de Habs fut reprise dans les travaux 
de Kleinmaier [2] et de Sandvik [5] notamment. Parallélement aux 
techniques d’agglutination, ]1’étude des antigénes précipitants fut entre- 
prise, particuli¢rement par Van Den Ende [6] et par Kohler [3]. Les 
résultats fournis par les deux méthodes paraissent, dans l’ensemble, 
concordants. Nous rapportons ici les résultats que nous avons obtenus 
avec la technique d’agglutination par les sérums anti-O et selon la 
classification de Habs, des résultats fragmentaires de ce travail ayant 
paru ailleurs [7]. 


Tecunrours. — Nous avons examiné 142 souches, d’origine principalement 
humaine : 95 provenaient de la région parisienne, 30 nous ont été aima- 
blement envoyées de l'Institut Pasteur de Saigon et 17 étaient de prove- 
nance diverse. D’autre part, les souches-types des groupes antigéniques O 
nous ont été aimablement envoyées par MM. Kleinmaier, Kohler et Sandvik, 
que nous remercions bien vivement. 

Les immunsérums anti-O ont été préparés avec des suspensions bacté- 
riennes assez épaisses en eau physiologique (chauffées deux heures trente 
minutes 4 100°C, puis formolées), inoculées dans la veine du lapin aux 
doses suivantes: 4 injections de 0,5, 1,2 et 2 ml A quatre jours d’inter- 
valle, puis injection de rappel de 2 ml aprés douze jours de repos. Les 
lapins sont saignés sept jours aprés l’injection de rappel. Un rythme plus 
rapide d’immunisation entraine une mortalité animale élevée. 

Les sérums spécifiques de groupe ulilisés sont des mélanges d’au moins 
deux sérums de lapins, phéniqués a 0,5 p. 100 ou merthiolatés a 0,02 p. 100, 
et conservés a + 49°C. Ils sont dilués en eau salée a 0,85 p. 100; la dilu- 
tion en tampon phosphate, ou l’adjonction aux sérums de formol ou de 
phénol ont pour effet d’en faire baisser le titre. Pour simplifier le travail, 
trois mélanges de sérums spécifiques ont été réalisés, qui tiennent compte 
des communautés antigéniques partielles existant entre certains groupes O: 
mélange 1 (groupes 1, 3, 4, 6 et 10), mélange 2 (groupes 2, 5, 7 et 8) et 
mélange 3 (groupes 9, 11, 12 et 13), chaque sérum étant 4 la dilution finale 
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de 1/20. Le groupe 13 correspond au groupe II de Sandvik, qui n’a pas 
d’équivalent dans le systeme de Habs. 

Les agglutinations sont faites sur lame, selon la technique décrite par 
Kleinmaier [2], avec les germes vivants prélevés directement sur une 
culture de 18-24 heures 4 30°C sur gélose inclinée. Parfois un contrdle 
est fait avec des suspensions chauffées deux heures A 120° C en eau physio- 
logique. Des saturations croisées sont nécessaires entre les groupes O:2 
et O:5 dune part, et O:7 et O:8 d’autre part. 


Résuttrats. — Sur les 142 souches examinées, 40 appartenaient aux 
groupes O :2 et O: 5, et ont dd étre agglutinées avec des sérums saturés 
spécifiques de ces groupes ; ces sérums ont permis de classer 10 souches 
dans le groupe O : 2 et les 30 autres dans le groupe O : 5. 


Tasreau I. — Résultats des agglutinations sur lame des souches-types 
des sous-groupes antigéniques décrits dans les groupes 0: 2 et 
0: 5 de Pseudomonas zruginosa. 


IMMUNSERUMS SOUCHES DU GROUPE SOUCHES DU GROUPE 
A 4 Ore @25 

Anti: Saturés par: OFF) | (6orBs | 6r Bal Orns) |(6orB lysis ovAus 
O S-2 (non sat.) 80 (1) 80 80 5 — (2) = 
60 BT (non sat.) 40 320 160 20 20 10 
Onn5 (non sat.) —_— 40 ae) 40 Io 40 
60 BL (non sat.) 5 40 Io 40 160 80 
OFT Oss 80 160 40 — = = 
OQ. F2 60 BL 40 80 40 aes —— = 
Oo72s  O.25, 1-160. BA 20 — 20 — a = 
GorBT i) (Or 5,-+- O22 _— 160 40 — — — 
Ons OFZ — Io — 40 — (3) 20 
Oes 60 BT —_ — — 40 — (3) 20 
60 BL O52) — Io 5 20 40 40 
60 BL 60 BT 5 — —_ be) 40 80 
OnS5 s\OE 25-60) BL, — — — 40 — (4) 20 
60 BL | O:2+ 0:5 = — — —_ 40 20 

Sous-groupes 

ee teres O24 |IOn2b |ORzab| OF ses Or sd Ole5cd) 
utilisées : 

(x) La réaction est positive jusqu’a la dilution de 1/80. 
(2) La réaction est négative au 1/5 (et au 1/3 pour les sérums saturés), 
(3) a majorité des autres souches du type O: 5d sont agglutinées au 1/5 ou au I/Io. 
(4) Toutes les souches du type O : 5d sont négatives, 
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Une des souches du groupe O :2 (60 BT) nous a fourni un sérum net- 
tement plus actif que le sérum préparé avec la souche-type. D’autre 
part, les saturations croisées entre cette souche et la souche-type O : 2, 
faites avec des sérums déja débarrassés des agglutinines anti-O :5 
(Cf. tableau I), nous ont fourni des sérums spécifiques de type anti-a 
et anti-b. Les sérotypes de ces deux souches ont donc été désignés 
respectivement par O:2a et O:2b, 2 étant Vantigene de groupe 
commun, a et b étant les antigénes spécifiques de type. Sur les dix 
souches du groupe 0:2, deux ont le sérotype 2a et sept le séro- 
type 2b; la dixiéme souche (61B) a le sérotype 2ab, c’est-a-dire 
qu’elle posséde a la fois les antigénes 2, a et b (Cf. tableau Il). 

Parmi les souches classées dans le groupe 0:5, la souche 60 BL a un 
comportement spécial (Cf. tableau 1): faiblement agglutinée par le 
sérum anti-O:5 non saturé, elle n’est plus agglutinée par ce sérum 
saturé par 2a ou 2b; par contre, le sérum anti-60 BL, saturé par 2a 
ou 2b, agglutine fortement toutes les souches du groupe O :5. Les 
saturations croisées entre cette souche et la souche-type O:5 (aprés 
saturation préliminaire par 2a), donnent des sérums spécifiques de 
type anti-c et anti-d; les formules antigéniques ont été désignées 
par O:5c (souche-type O :5) et O0:5d (souche-type 60 BL). Sur les 
trente souches du groupe O:45, dix-sept souches ont le sérotype 5c, 
dix souches ont le sérotype 5d (parmi lesquelles trois seulement ne 
sont pas agglutinées par le sérum anti-O:5 saturé par 2a), et trois 
souches (souche-type 59 AH) ont le sérotype 5cd (Cf. tableau II). 

L’anomalie apparente que constitue la non-agglutination de quelques 
souches du type 5d par le sérum anti-O:5c, saturé par 2a ou 2b, 
pourrait s’expliquer, d’une part par le titre faible du sérum anti-O:5c 
utilisé, et d’autre part par la présence de l’antigéne spécifique de 
type d qui masquerait l’agglutinabilité de l’antigéne 5 chez les bac- 
téries du type 5d. Nous avons constaté avec la technique d’immuno- 
fluorescence indirecte, en utilisant un sérum de chévre antiglobuline 
de lapin copulé avec l’isothiocyanate de fluorescéine, que l’anticorps 
anti-5 (sérum anti-O :5c saturé par 2a) se fixe effectivement sur la 
souche 60 BL (souche-type 5 d). 

Compte tenu de l’existence de ces trois sérotypes dans les groupes 
O:2 et O:5, la répartition des cent quarante-deux souches de 
Ps. aeruginosa examinées est reportée dans le tableau IJ. On peut 
constater que la distribution des sérotypes dépend de l’origine géogra- 
phique des souches (par exemple : types 0:1, 0:3 et 0:5 fréquents 
dans les souches étudiées de la région de Paris ; types O :2b et O:11 
fréquents dans les souches recues de Saigon), mais moins nettement 
de la nature du matériel prélevé (paraissent fréquents : les types O : 6, 
O:11 et non groupables dans les urines, le type 0:1 dans le tube 
digestif, le type O:5c dans le sang, le liquide céphalo-rachidien et 
les_sérosités). Ces résultats sont en bon accord avec ceux publiés par 
Habs [4], Kohler [3], Kleinmaier [2] et Sandvik [5]. 

La division du groupe O :5, groupe le plus fréquent dans la région 
parisienne, et du groupe 0:2 en trois sérotypes chacun doit rendre 
des services 4 1’épidémiologiste, particuligrement pour le dépistage des 


infections a bacilles pyocyaniques en milieu hospitalier et leur contrdéle 
épidémiologique. 
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ETUDE D’UN NOUVEL ANAEROBIE FACULTATIF 
PECTINOLYTIQUE PIGMENTE : 
PLECTRIDIUM LITTOREUM N. SP. 


par C. BILLY et P. KAISER. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Au cours de recherches de bactériologie marine, nous avons isolé 
d’un sédiment vaseux un anaérobie facultatif dont nous avons cru 
utile d’approfondir l’étude ; car ce germe, tout en répondant 4a la 
définition des Plectridium, posséde les intéressantes particularités d’étre 
a la fois pectinolytique et chromogéne. 


Hapsirat. — Il a été isolé d’une boue cétiére prélevée non loin de 
l’estuaire de la Somme. La tourbe flandrienne, soubassement des plages 
de la Manche, est souvent accompagnée de vase. Le voisinage de 
lestuaire accentue le faciés vaseux des mares bordant le cordon dunaire. 
La salinité de la mare dont a été extrait ce germe est sensiblement la 
méme que celle de l’eau de mer avoisinante. Le germe en question 
est halophile et se comporte comme tel. 


Morpxotocie. — Il se présente en batonnets droits, d’environ 5 y de 
long, sur 0,8 yw de large. Les spores, fréquentes dans certains milieux 
de culture (surtout en anaérobiose) sont terminales, typiquement plec- 
tridiennes ; elles sont rondes, leur diamétre atteint 1 ep (ig. 1 

Gram positif en culture jeune ; il est mobile et sa ciliature est péri- 
triche. 


PuystoLocic. — Thermorésistant, il supporte un chauffage de cing 
minutes 4 80°, mais ne résiste pas une minute A 100°. 

Sa température optima de culture se situe entre 26° et 30°. A 18°, il 
ne pousse que lentement. 
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Son odeur n’est pas fétide. Sa longévité varie de un mois 4 quelques 
mois, suivant le milieu de culture. 

Anaérobie facultatif, il a été isolé grace 4 un milieu anaérobie A base 
de pectine. 


CARACTERES CULTURAUX. — Des milieux A base d’eau de mer ont été 
utilisés pour 1]’étude de ce germe halophile (1). 

En gélose profonde 4 l’eau de mer, il donne dans la zone d’anaéro- 
biose des colonies lenticulaires de 1 mm ou plus de diamétre. Ces 


4 
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ae ar a 


Fic. 1. — Plectridium littoreum, n. sp. Gr. x 2 000. 


colonies, jaundtres aprés quelques jours, virent franchement 4 l’orange 
dans les cultures agées. La chromogénése s’obtient comme la pectino- 
lyse plus rapidement au fur et 4 mesure des repiquages. En gélose 
inclinée, Jes colonies sont rondes, orangées, de 1 4 5 mm de diamétre 
(elles ne contiennent jamais de batonnets sporulés). 

Halophile, il peut cependant s’adapter A des milieux non salés. En 
bouillon glucosé VF, l’adaptation est meilleure en aérobiose : il trouble 
toute la hauteur du liquide et forme un dépdt orangé dans le fond 
du tube. 

En eau peptonée, les cultures sont pauvres. La gélatine n’est bien 
liquéfiée qu’en aérobiose. Le lait est coagulé puis lentement digéré. 
Action nulle sur sérum coagulé, sur blanc d’ceuf, sur bouillons addi- 
tionnés de foie, de cervelle ou de fibrine. 


(1) Ces milieux, mis au point par P. Kaiser, seront publiés ultérieurement 
dans le Bulletin de l'Institut Océanographique de Monaco. 
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D’une facon générale, sur milieux non salés, l’action est toujours 
plus lente et moins efficace en anaérobiose qu’en aérobiose. 

En aérobiose les glucides ne sont fermentés ni en milieu minéral, 
ni en milieu VF. En anaérobiose, ce germe attaque l’amidon, le glu- 
cose, le lévulose, le galactose et le maltose, ces deux derniers faible- 
ment, La pectine est liquéfiée avec dégagement gazeux en quatre a 
cing jours, plus rapidement aprés repiquages successifs. 

Pas de réduction des nitrates ni des sulfites. 

Le pH final est plus bas dans une culture a l’eau de mer que 
dans une culture en milieu VF. Dans le premier cas, il s’abaisse a 5. 
En VF Vacidification est trés faible : le pH reste trés voisin de la neu- 
tralité. 

Les produits de la distillation alcaline sont différents selon que la 
culture a été effectuée en milieu a l’eau de mer ou en milieu VF : 

Le tableau I résume ces résultats, retrouvés d’ailleurs chez Plectri- 
dium pectinovorum, anaérobie strict. 


TaBLeEau I. 
MILIEU A L’EAU DE MER MILIEU VF 
Amines volatiles ........ ° =e 
WAL GEhy GES gacresne echt ae ° ai 
Ail cools echo ease erste + =e 
We CGtones Suv. dcr: Aiea eee fe) -~ 
PHENO] ako eerste fe) fe) 
CréSol. Ayers = cera tenet ° ° 
INnGole:: ceMen ox cee fe) ° 
Scatole stern watrormaene ° ° 


L’acide acétique est le seul acide volatil produit ; l’acide lactique est 
le seul acide fixe des cultures, comme chez les Pl. pectinovorum isolés 
de sédiments marins. 

Pas d’acétoine ni d’uréase. Pas de catalase ni de SH. 

Pouvoir pathogéne nul. Ce germe ne posséde pas d’hémolysine. 


ACTIVITE PECTINOLYTIQUE DU GERME. — On distingue deux grands 
groupes d’enzymes de la pectinolyse : les pectineméthylestérases (PME) 
qui déméthylent la pectine, et les polygalacturonidases (PG) respon- 
sables de la scission des ponts glucosidiques de la macromolécule des 
pectines. La recherche de ces différentes enzymes s’effectue en mélan- 
geant le liquide de culture débarrassé des corps microbiens aux sub- 
Me pos onan mis au point par Smith [3] dans la proportion 

CS Lass 

La présence de PME se manifeste par l’acidification du substrat 
contenant une pectine trés méthylée. Notre souche ne provoque aucune 
acidification ; elle ne posséde donc pas de PME. 
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La baisse de viscosité des substrats atteste la présence d’une ou de 
plusieurs PG. Le tableau II montre qu’une baisse de viscosité a lieu 
aussi bien sur pectine déméthylée que sur pectine méthylée, mais que 
le pH 7,5 est seul favorable a l’activité enzymatique. 


Tasueau II. 


PECTINE METHYLEE PECTINE DEMETHYLEE 


| Viscosité en poise Viscosité en poise 


| pH 
Substrats ae Substrats eee 
reaicins + liquide EE + liquide 
| = de culture ae de culture 
UE U WR Seen Sc Mba sets 0, 00880 0, 00135 0,0715 0, 00234 
eels tetavete cs tap 0, 00880 0,00255 0,0715 0,0715 
Aiea S ss a iettsS 0,00880 0,00880 0,0715 0,0715 


La chromatographie (Smith [3]) des substrats liquéfiés par les 
enzymes révéle la présence de polyuronides (acides tétra-, tri- et di- 
galacturonique), mais non d’acide monogalacturonique, ce qui prouve 
que la scission des ponts glucosidiques s’effectue au hasard de la 
molécule de pectine et non en bout de chaine. 

En accord avec la classification récente de Demain et Phaff [4], nous 
pouvons dire que nous avons a faire 4 deux PG distinctes : une endo- 
polyméthylgalacturonidase ou endo-PMG et une endo-polygalacturo- 
nidase ou endo-PG puisque le germe attaque les deux sortes de pectines. 
Le préfixe endo signifie que la scission se fait au hasard de la molé- 
cule. Ces deux enzymes, avec action optima a pH 7,5 sont celles que 
l’on rencontre habituellement chez les bactéries pectinolytiques. 

Ces enzymes sont constitutives, car elles sont également sécrétées par 
le Plectridium cultivé en l’absence de toute substance pectique ou 
d’acide galacturonique (bouillon VF). 


NATURE DU PIGMENT. — La teinte orange du pigment semble indiquer 
une nature caroténoide. De fait, il est soluble dans le chloroforme, 
l’éther et l’alcool, insoluble dans l’eau. Cependant, il est seulement 
décoloré par HeSO: en milieu acétique, et non coloré en bleu comme 
le sont d’ordinaire les pigments de nature caroténoide. 

La production pigmentaire est intense en gélose profonde, et en 
aérobiose dans les milieux 4 l’eau de mer et VF glucosé. Dans ces deux 
derniers milieux, la pigmentation est plus lente et moins nette. 

Le pigment est intracellulaire, il ne diffuse pas. 


Discussion. ConcLusion. — Par sa spore rigoureusement terminale 
et ronde, ce germe appartient sans conteste aux Plectridiales. Sa pro- 
priété pectinolytique le range aux cétés de Plectridium pectinovorum 
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et surtout de Plectridium virens (Prévot [2]) qui est pigmenté en jaune- 
vert. Morphologiquement, notre germe est identique & ceux-ci, mais 
en différe de prime abord par son pigment jaune orangé. La différence 
majeure se situe cependant dans le type respiratoire : Pl. virens et 
Pl. pectinovorum sont des anaérobies stritcs alors que notre souche 
pousse indifféremment en anaérobiose ou en aérobiose. Remarquons 
toutefois que cet anaérobie facultatif n’est protéolytique qu’en aéro- 
biose alors que la glucidolyse et la pectinolyse ne s’effectuent bien 
qu’en anaérobiose dominante. C’est un halophile facultatif mais pré- 
férentiel. 

Ces caractéres le différencient nettement des deux Plectridium pecti- 
nolytiques connus. Notre souche doit donc étre classée comme espéce 
nouvelle ; nous la nommerons: Plectridium littoreum n. sp. 


Résumé. — Un nouvel anaérobie pectinolytique pigmenté a été isolé 
d’une boue cétiére de la Manche. 

Par sa morphologie il est identique 4 Plectridium pectinovorum et 
4 Pl. virens. Il se distingue de ces deux germes par son type respira- 
toire (anaérobie facultatif), son pigment jaune orangé et sa nature 
halophile. C’est donc une espéce nouvelle pour laquelle le nom de 
Plectridium littoreum n. sp. est proposé. 


SUMMARY 


STUDIES ON A NEW PIGMENTED, PECTINOLYTIC, 
FACULTATIVE ANAEROBIC BACTERIUM : Plectridium littoreum n. sp. 


A new pigmented, pectinolytic, anaerobic bacterium was _ isolated 
from the mud of the Channel coast. 

Its morphology is identical with that of Plectridium pectinovorum 
and Pl. virens. It differs from these two germs by its respiratory pat- 
tern (facultative), its yellow-orange pigment and its halophilic nature. 
It therefore constitutes a new species, for which the namé of Pl. litto- 
reumNn. sp. is proposed. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur. 


Activité polyphénoloxydasique des bacilles tuberculeux sen-_ 
sibles et résistants & 1'INH, par A. Anpresew, Ch. Gernez-Rreux 
et A. Tacouet. 


Etude, en cultures cellulaires, des virus entériques de 
l’homme en 1959 et 1960, par J. Maurin, M™ Virat et M™ M. C. 
CARRE. 


Aspects des lésions expérimentales obtenues avec quelques 
mucorinées, par A. Lurz, A. Oppermann et M™e M. A. Wirz-Bercer. 


Comparaison des besoins en calcium de quelques souches de 
Psalliota hortensis Cke, cultivées dans différents milieux, 
par G. Martin. 


Distribution du phosphore radio-actif chez les bactéries tuées 
par chauffage, par A. Guewin et P. Lépine. 


Sur quelques aspects électroniques de l’action de certains 
cations métalliques sur la croissance des bactéries aérobies 
et des bactéries anaérobies, par M. Facuer et M™ A. Goupor. 


Contribution a l'étude des propriétés antibiotiques de la chlor- 
promazine ou 4500 RP, par J.-L. Bourpon. 


Essais d’immunisation du lapin contre les E. coli pathogénes 
1411 B4 par injection simultanée du lipopolysaccharide spéci- 
fique et du germe correspondant chauffé une heure a 56°C, 
par R. Sercneurin, R. Macnin et M™ H.J. Firs. 


Etude immunochimique de l’antigéne soluble de la rage fixe 
obtenu sur culture de tissus, par N. Grasser et P. ATAnasiu. 


Etude des facteurs de non-spécificité des réactions d’immuno- 
fluorescence. Intérét dans la recherche des anticorps contre 
le tréponéme de la syphilis, par J. Tuivorer et D. Cuxersy- 
GROSPIRON. 


Recherches sur la toxicité du bacille de Whitmore, par 
D. Beytrout, J. Fournrer et M. VETTE. 


Etude des caractéres biochimiques, antigéniques des E. coli 
0 4119:B14 et de leurs antibiotypes prédominants, par 
M. Mc Catium, L. et S. Le Minor et Y. CaABBeErrt. 
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AVIS 


Bourses de recherches sur le cancer ; 
et bourses de stage de perfectionnement en cancérologie, attribuées par 
la Ligue Nationale Frangaise contre le cancer pour l’année 1962. 


Les demandes des candidats devront étre adressées 4 la Ligue Natio- 
nale Francaise contre le Cancer, 6, avenue Marceau, Paris-8°, au plus 
tard le 1° novembre prochain, par un parrain qualifié, de préférence 
par le Directeur du laboratoire convenablement équipé ou le chef du 
service hospitalier ot les boursiers seront agréés pour accomplir leur 
travail. Les candidats devront indiquer le sujet de ce travail, le plan 
de leurs recherches et les moyens dont ils disposent pour les mener 
a bien. 

Le boursier devra consacrer tout son temps 4 son travail de labo- 
ratoire ou d’hépital. 


LIVRES REGUS 


S. A. Waksman. — The Actinomycetes. Vol. II. Classification, identi- 
fication and description of genera and species. 1 vol., 363 p., 66 fig. 
Williams et Wilkins, édit., Baltimore, 1961. Prix: $ 15,00. 


Dans la préface l’auteur retrace l'histoire des événements qui 1l’ont 
amené a écrire son ouvrage sur les Actinomycétes, dont le tome II 
vient de paraitre. L’introduction situe l’objet de ce tome II: les trois 
familles d’Actinomycétes, subdivisées en 10 genres comprenant environ 
350 espéces. 


Les chapitres du tome II sont: 


Le concept d’espéce au regard des Actinomycétes, Le genre Actino- 
myces. Le genre Nocardia, Caractérisation des espéces de Streptomyces. 
Systemes de classification et d’identification des groupes d’espéces du 
genre Streptomyces. Séries et espéces du genre Streptomyces. Classifi- 
cation des espéces de Streptomyces. Description des espéces de Strepto- 
myces. Le genre Micromonospora. Le genre ‘Waksmania (Microbispora). 
Les Actinomyces thermophiles. Actinoplanaceae. Les espéces insuffi- 
samment décrites. 


En appendice : Désignation des couleurs pour la description des Acti- 
nomycétes. Milieux importants pour 1’étude des Actinomycétes. 

Un index bibliographique trés important suit ; un index des microbes 
décrits précéde un index général des matiéres. 

Ce livre émanant d’un spécialiste incontesté des Actinomycetes 
apporte un document d’une trés grande valeur & ce chapitre si impor- 
tant de la bactériologie. ACRe Bs 
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Z.M. Bacq, J. Cheymol, M.J. Dallemagne, R. Hazard, J. La Barre, 


J.J. Reuse et M. Welsch. — Pharmacodynamie biochimique, 
2° édit. 1 vol., 1227 p.- Masson et Ci*, édit., Paris, 1961. Prix: 
140 NF. 


Actuellement, les produits nouveaux utiles aux thérapeutes et aux 
pharmacologues apparaissent selon un rythme accéléré ; par ailleurs, 
des études de plus en plus poussées permettent de mieux comprendre 
le mécanisme de beaucoup d’entre eux. La premiére édition de Phar- 
macodynamie biochimique a connu un trés grand succés et les progrés 
rapides réalisés dans le domaine des sciences pharmacologiques ont 
amené les auteurs 4 publier une seconde édition. Chaque chapitre 
a pour auteur un spécialiste en la matiére. 

Cet important ouvrage constitue d’abord un livre de base pour les 
étudiants en médecine et en pharmacie et il intéressera les médecins 
soucieux de se tenir au courant du mode d’action des substances qu’ils 
prescrivent ; enfin il aidera les chercheurs qui désirent trouver rapi- 
dement un renseignement objectif. IN, Mss 


B. Lush. — Concepts of medicine. 1 vol. 286 p., Pergamon Press, Oxford, 
Londres, New York, Paris, 1961. Prix : 50 s. 


Cet ouvrage contient une série d’articles, rédigés par des médecins 
anglais ou américains, qui envisagent successivement l’état actuel 
de la médecine, ses tendances, sa place dans la société, dans 1’ensei- 
gnement universitaire, etc. Une étude critique est faite en particulier 
de la spécialisation, aujourd’hui si poussée dans toutes les sciences. 

Hel: 


M. Lechat. — Etude des mutilations lépreuses, 1 vol. 276 p. Editions 
Arcia, Bruxelles, et Masson et Ci*, Paris, 1961. Prix : 70 NF. 


Dans cet excellent travail, l’auteur présente les observations et les 
conclusions, résultant de l’étude clinique et radiologique des mutila- 
tion des extrémités, effectuée pendant sept ans sur les malades de la 
léproserie de Coquilhatville (ex-Congo Belge). 

Les lésions osseuses et articulaires de la lépre sont minutieusement 
décrites. Puis, est envisagée l’interprétation clinique des relations entre 
les diverses images radiologiques et le type de lépre, la réaction lépreuse, 
les troubles de la sensibilité, les hypertrophies des troncs nerveux et 
les maux perforants. L’auteur estime que les mutilations lépreuses 
sont provoquées par quatre phénoménes pathologiques distincts : 
atteinte bacillaire directe ; Iésions mécaniques, dues 4 des désordres 
neuro-musculaires ; ostéolyses, liées 4 des troubles de la vasorégulation 
périphérique ; surinfections, conséquence des ulcérations. Il ressort de 
cette étude que le traitement par les sulfones n’empéche pas, mais 
ralentit seulement le cours de 1’évolution des mutilations lépreuses. 
Enfin, la pathogénie de ces lésions est discutée en vue de la mise au 
point de mesures prophylactiques et thérapeutiques particuliéres. 

Ce remarquable travail, rédigé en un style clair et concis, est illustré 
par 38 schémas, 98 tableaux et 85 reproductions photographiques d’une 
qualité exceptionnelle. Il trouvera une place de choix dans la biblio- 
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théque de tous les médecins qui soignent des lépreux et se révélera 


indispensable aux chirurgiens non spécialisés en léprologie. 
RG: 


G. Legrand. — Manuel du préparateur en pharmacie. Masson et C*, 
édit., Paris, 1961. Prix: 34 NF. 


Cet ouvrage condense en un volume l’intégralité des programmes 
officiels du certificat d’aptitude professionnel et du brevet professionnel 
des préparateurs en pharmacie. Destiné 4 compléter l’enseignement 
pratique donné par les maitres de scolarité, il contient une abondante 
documentation générale et un trés grand nombre de renseignements 
pratiques. C’est d’abord un manuel d’étude pour 1l’éléve préparateur 
et un aide-mémoire pour le préparateur, mais il peut aussi étre utile 
4 létudiant en pharmacie comme manuel de stage. Enfin, le pharma- 
cien, maitre de stage, y trouvera un guide-programme pour l’ensei- 
enement qu’il doit dispenser a ses éléves. A. L. 


V. Tartar. — The biology of Stentor. 1 vol., 423 p., 99 fig., Pergamon 
Press, Oxford, Londres, New York, Paris, 1961. Prix: 75 s. 


Cet ouvrage réunit et résume ce que l’on sait actuellement sur un 
certain groupe d’organismes unicellulaires, les protozoaires ciliés du 
genre Stentor. Cette étude a été faite parce que ce protozoaire se préte 
mieux que tous les autres a Ja dissection et convient par conséquent 
particuliérement a des fins pédagogiques. On y trouvera tout ce qui 
concerne les prélévements, la culture, la mise en évidence d’un type 
d’organismes qui pourrait devenir un exemple classique de la structure 
et du comportement des formes unicellulaires de la vie. Le genre 
Stentor réunit tous les avantages que peuvent exiger pour 1’étude de 
la biologie expérimentale les physiologistes qui étudient la cellule 
et les embryologistes. De nombreuses illustrations et une planche en 


couleurs ajoutent encore 4 |intérét du volume. 16 bean Be 
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